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Krebserkrankungen stellen in den Ländern der westlichen Welt nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die 
zweithäufigste Todesursache dar. Trotz beträchtlicher Fortschritte in der Heilungsrate und bei der Überle-
benszeit nach der Diagnose maligner Neoplasien besteht nach wie vor ein großer Bedarf an neuen Thera-
pieoptionen, die die Progression und Metastasierung des Tumors hemmen und idealerweise zu einer kom-
pletten Remission führen, gleichzeitig aber mit möglichst geringen Nebenwirkungen verbunden sein sollten. 
Gerade der Arzneistofftherapie, die neben chirurgischen Eingriffen und Bestrahlungsregimes die dritte tra-
gende Säule der Krebsbehandlung darstellt, wird aufgrund zunehmender Erkenntnisse über tumorrele-
vante Signalwege ein großes Potenzial für Verbesserungen zugeschrieben. 
1.1 Analyse der Wirkmechanismen antitumoraler Agenzien 
Um in ihrer Wirksamkeit und Verträglichkeit optimierte Therapien entwickeln zu können, ist es von essen-
zieller Bedeutung, die Mechanismen bereits etablierter und neuer antitumoraler Arzneistoffe möglichst um-
fassend zu analysieren und die molekularen Ursachen ihrer erwünschten und unerwünschten Wirkungen 
zu verstehen. Mit den klassischen Methoden der Molekularbiologie lassen sich diese Effekte aber nur be-
grenzt erfassen, da mit vertretbarem Aufwand maximal einige Dutzend Zielmoleküle, seien es mRNAs oder 
Proteine, auf Veränderungen ihrer Expression, ihrer Aktivität usw. untersucht werden können. Bis vor kur-
zem war dadurch die Auswahl der zu analysierenden Moleküle a priori auf diejenigen beschränkt, auf die 
ein Einfluss der Substanz aufgrund ihres postulierten Wirkmechanismus zu erwarten war. 
Mittlerweile stehen diverse Technologien zur Verfügung, die Einblicke in die globalen Auswirkungen eines 
Agens eröffnen und die Analyse ganzer biologischer Netzwerke ermöglichen. Auf Transkriptebene sind 
dies hauptsächlich Oligonukleotid- und cDNA-Microarrays, auf Proteinebene können u. a. massenspektro-
metrische Analysen, 2D-Gelelektrophoresen und neuerdings auch Antikörper-Arrays eingesetzt werden. 
Gerade im onkologischen Forschungsbereich besitzt diese Herangehensweise großen Wert, da die an 
Tumorentstehung, -progression und -metastasierung beteiligten Signalwege eine ungeheure Komplexität 
und Vernetzung aufweisen. 
1.2 Zytostatika und targetspezifische antitumorale Wirkstoffe 
Das zur Therapie maligner Tumoren zur Verfügung stehende Wirkstoffspektrum konnte in den letzten Jah-
ren um eine Reihe von Substanzen mit spezifischem Angriffspunkt erweitert werden. Lange Zeit standen 
hauptsächlich zytotoxische Agenzien zur Verfügung, die durch direkte DNA-Schädigung oder durch Eingriff 
in basale zelluläre Vorgänge wie DNA-Replikation und Mitose zu Wachstumsarrest oder Apoptose führen, 
jedoch wenig Spezifität für Tumorzellen besitzen und entsprechend gravierende Nebenwirkungen hervorru-
fen. Die Forschungsaktivitäten sowohl von Pharmaunternehmen als auch akademischen Einrichtungen 
konzentrieren sich deshalb verstärkt auf die Identifikation sog. „targetspezifischer“ Wirkstoffe, von denen 
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man sich einen gezielteren Eingriff ins Tumorgeschehen und geringere Effekte auf gesunde Zellen und Ge-
webe erwartet. 
 
Die Angriffspunkte oder „Targets“ dieser Agenzien können in direkten Zusammenhang mit Proliferation, 
Migration und Metastasierung gebracht werden und sind häufig in Krebszellen übermäßig aktiv, u. a. auf-
grund von Genamplifikation oder aberranter transkriptioneller Regulation. Beispiele derartiger Onkogene, 
für die bereits spezifische Inhibitoren bzw. antagonistisch wirkende Antikörper zur Verfügung stehen, sind 
die Rezeptoren der epidermal growth factor-Familie EGFR (Inhibitor Erlotinib (Tarceva®)) und HER2 (Anti-
körper Trastuzumab (Herceptin®)), das BCR-ABL-Fusionsprotein (Inhibitor Imatinibmesylat (Glivec®)) und 
der Wachstumsfaktor VEGF (Antikörper Bevacizumab (Avastin®)). 
 
Konventionelle Zytostatika werden gemeinhin als unspezifische Agenzien betrachtet, da sie massiv mit 
grundlegenden, für Wachstum und Überleben der Zelle notwendigen Prozessen interferieren. Eine Selekti-
vität für Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen besteht nur insoweit, als diese häufig weniger 
schnell oder gar nicht proliferieren und sich zudem aufgrund besserer Nährstoff- und Sauerstoffversorgung 
rascher von zytotoxischen Angriffen erholen können. Außerdem wurde postuliert, dass Normalzellen die 
durch Zytostatika hervorgerufenen Schäden am Genom besser rückgängig machen können, da sie über 
intakte Kontrollpunkt- und Reparaturmechanismen verfügen, während diese Maschinerie in Tumorzellen im 
Verlauf der malignen Transformation häufig inaktiviert worden ist [1]. 
Im Gegensatz zu diesem breiten und ungerichteten Angriff klassischer Zytostatika geht man bei targetspe-
zifischen Agenzien davon aus, dass sie viel subtiler ins zelluläre Geschehen eingreifen und präzise einen 
definierten zellulären Signalweg aktivieren oder ausschalten. 
Falls dieses Bild stimmt, sollte man bei der Analyse der globalen molekularen Effekte fundamentale Unter-
schiede zwischen „unspezifischen“ Zytostatika und targetspezifischen Substanzen beobachten können. 
 
Obwohl den konventionellen Zytostatika ein derartiger Mangel an Spezifität zugeschrieben wird, sind sie in 
der Therapie dennoch nicht beliebig austauschbar, sondern es gibt Tumorarten und -subtypen, die besser 
auf bestimmte Wirkstoffe ansprechen als auf andere. Dies legt nahe, dass eben doch Unterschiede zwi-
schen ihnen bestehen, die sich auch auf molekularer Ebene erkennen lassen sollten. Es existiert bereits 
eine Reihe von Studien, in denen die Effekte einzelner antitumoraler Substanzen auf Transkriptionsebene 
mit DNA-Microarrays analysiert wurden und die von charakteristischen Expressionsmustern berichten [2-
10]. Auf der anderen Seite gibt es nur sehr wenige Untersuchungen, die mehrere Zytostatika auf ihre Be-
einflussung der globalen Genexpression hin verglichen haben [11-13]. In diesen konnten trotz der Unter-
schiede im Wirkmechanismus substanzielle Übereinstimmungen, teilweise sogar extrem große Ähnlichkei-
ten zwischen den Agenzien beobachtet werden. 
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1.3 Modellantagonisten 
Auch bei den Substanzen, die gezielt für die Inhibition eines Targets entwickelt wurden, besteht die Mög-
lichkeit, dass sie zusätzliche unbekannte Angriffspunkte haben und somit breitere Effekte erzeugen als er-
wartet. Um die Spezifität eines Wirkstoffs einschätzen zu können, ist es deshalb wertvoll, ein Modellsystem 
zur Verfügung zu haben, welches die Einflüsse eines idealen Inhibitors simuliert. Bis vor kurzem wurden zu 
diesem Zweck hauptsächlich Knock-out- oder dominant-negative Ansätze verwendet, deren Etablierung 
jedoch mit erheblichem Aufwand verbunden ist. Die Entwicklung der Antisense-Technologie eröffnete zwar 
prinzipiell die Chance, ein Target mit einfacher Methodik transient auszuschalten, die Identifizierung funk-
tioneller Oligonukleotidsequenzen erwies sich jedoch als problematisch. Durch die Entdeckung des RNA-
Interferenz-(RNAi-)Mechanismus und seiner Anwendungsmöglichkeiten in der Forschung innerhalb der 
letzten Jahre kann man nun aber innerhalb kurzer Zeit und mit verhältnismäßig niedrigem Arbeitseinsatz 
einen spezifischen Knock-down der Ziel-mRNA und des zugehörigen Proteins bewerkstelligen. 
Hat man eine siRNA zur Verfügung, die zum effizienten Abbau des erwünschten Transkripts führt und da-
durch die Bildung des Zielproteins verhindert, sollte man nach globaler Analyse der differenziellen Gen-
expression eine Signatur erhalten, die nahezu einem perfekten Inhibitor entspricht. Auf der Grundlage die-
ser Daten sollte es dann möglich sein, die Spezifität einer Leitsubstanz einzuschätzen und zu optimieren, 
bis sich ihr Genexpressionsmuster an das des Modellinhibitors siRNA angleicht. In Abb. 1-1 ist diese Vor-




























Abb. 1-1: Der Weg von einem Modellantagonisten zu einem optimierten Inhibitor: Annäherung der Genexpressionsmuster. 
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1.4 Zielsetzung 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht einerseits darin, gängige Zytostatika hinsichtlich ihrer Auswirkun-
gen auf die globale Genexpression zu charakterisieren und zu vergleichen und auf diesem Weg Gemein-
samkeiten und substanzspezifische Effekte zu identifizieren. Durch die Verwendung verschiedener Zell-
systeme sowohl tumoralen als auch nicht-transformierten Ursprungs, die sich auch hinsichtlich des Muta-
tionsstatus des Tumorsuppressor-Gens p53 unterscheiden, wird der Einfluss dieser Parameter auf das 
substanzabhängige Genexpressionsmuster überprüft. Zum anderen werden gegen ein definiertes Zielmo-
lekül gerichtete Inhibitoren in ähnlicher Weise auf ihre molekularen Effekte hin untersucht. Hierbei wird ihre 
Spezifität auf den Prüfstand gestellt, indem ihre Wirkungen einerseits mit denen der Zytostatika, anderer-
seits mit RNAi-vermittelten Veränderungen auf Genexpressionsebene verglichen werden. Diese Analysen 
geben auch Aufschluss darüber, ob die verbreiteten Vorstellungen eines klaren Gegensatzes zwischen to-
xischen Chemotherapeutika einerseits und targetspezifischen Agenzien andererseits berechtigt sind, und 
eröffnen zudem die Möglichkeit, die Eignung der RNAi-Technologie als Modellsystem einer idealen Inhibi-
tion kritisch zu überprüfen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Reagenzien und Kits 




Ethanol p. A. Merck 
Ethanol techn. Merck 
Methanol J.T. Baker 
2-Propanol Riedel-de Haën 
H2O: Soweit nicht näher bezeichnet, wurde entionisiertes, autoklaviertes Wasser verwendet. 
2.1.1.2 Säuren 
Essigsäure min. 99,8 % Riedel-de Haën 









Na4P2O7 * 10 H2O Sigma 
2.1.1.4 Puffersubstanzen, Detergenzien u. ä. 
Glycerin Merck 
Nonidet P40 Fluka 
Titriplex III (EDTA) Merck 
Trizma Base Sigma 
Tris-HCl Roche 
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Triton X-100 Roche 
2.1.2 Reagenzien und Kits für zellbiologische Experimente 
2.1.2.1 Zellmodelle 
A549 NCI / Roche-interne Zellbank 
HCT-116 NCI / Roche-interne Zellbank 
HT-29 NCI / Roche-interne Zellbank 
MCF-7 NCI / Roche-interne Zellbank 
MDA-MB-231 NCI / Roche-interne Zellbank 
NCI/ADR-RES NCI / Roche-interne Zellbank 
HMEC, Lot # 6F0227 Cambrex 
2.1.2.2 Zellkulturmedien und -reagenzien 
RPMI 1640 Medium mit GlutaMAX I Invitrogen (Gibco) 
Fötales Rinderserum, zertifiziert (hitzeinaktiviert) Invitrogen (Gibco) 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), pH 7,2 Invitrogen (Gibco) 
Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin, 0,53 mM EDTA * 4 Na) Invitrogen (Gibco) 
Trypan Blue Stain 0,4 % Invitrogen (Gibco) 
MEGM BulletKit Cambrex 
Trypsin-EDTA (für HMEC-Kultur) Cambrex 
HEPES Buffered Saline Solution (HEPES-BSS) Cambrex 
Trypsin Neutralizing Solution (TNS) Cambrex 
DMSO Hybri-Max Ampullen, sterilfiltriert Sigma 
Opti-MEM I (Kat. # 31985-047) Invitrogen (Gibco) 
2.1.2.3 Reagenzien für Proliferationstests 
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche 
CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Promega 
2.1.2.4 Transfektionsagenzien 
Lipofectamine 2000 Reagent Invitrogen 
Oligofectamine Invitrogen 
2.1.2.5 Reagenzien für durchflusszytometrische Analysen 
FACSFlow BD Biosciences 
Material und Methoden 7 
FACSafe BD Biosciences 
FACSRinse BD Biosciences 
Destilliertes H2O (Zellkultur-getestet) Invitrogen (Gibco) 
Propidiumiodid Sigma 
RNase A Calbiochem 
BSA Fraction V, fatty acid free Roche 
Annexin-V-FLUOS Staining Kit Roche 
 
RNase A-Stammlösung 
RNase A wurde in destilliertem H2O (Zellkultur-getestet) zu einer Konzentration von 2.500 U/ml gelöst. 
Durch 15 min Erhitzen auf 99° C wurden möglicherweise enthaltene DNasen inaktiviert. Aliquots der 
Stammlösung wurden bei -20° C gelagert. 
 
PI-Stammlösung 
Propidiumiodid-(PI-)Festsubstanz wurde in destilliertem H2O (Zellkultur-getestet) zu einer Konzentration 
von 1 mg/ml gelöst. Die Stammlösung wurde lichtgeschützt bei 4° C gelagert. 
 
PI-Färbepuffer 
100 mM Tris-HCl pH 7,4 
150 mM NaCl 
1 mM CaCl2 
0,5 mM MgCl2 
0,2 % BSA Fraction V, fatty acid free 
0,1 % Nonidet P40 
sterilfiltriert, Lagerung bei Raumtemperatur 
Direkt vor der Verwendung wurde dem Puffer PI-Stammlösung in einem Verhältnis von 1:50 zugesetzt. Die 
entstehende PI-Endkonzentration betrug 20 µg/ml. 
2.1.2.6 Zytostatika 
Camptothecin Sigma 
cis-Platin(II)diammindichlorid (Cisplatin) Sigma 
Doxorubicinhydrochlorid (Adriamycin) Sigma 
Etoposid Sigma 
5-Fluorouracil (5-FU) Sigma 
Paclitaxel (Taxol) Sigma 
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Aus den Festsubstanzen wurden Stammlösungen in verschiedenen Konzentrationen hergestellt und in Ali-
quots bei -20° C gelagert. Als Lösungsmittel für Camptothecin, Etoposid, 5-FU und Taxol diente DMSO, für 
Adriamycin wurde Wasser verwendet und Cisplatin wurde in DMF gelöst. 
2.1.2.7 Niedermolekulare targetspezifische Inhibitoren 
Cholinkinaseinhibitor 
MN58 
Zur Verfügung gestellt von Prof. J. C. Lacal, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Madrid; 
die Festsubstanz wurde in 0,9 %iger NaCl-Lösung zu einer Konzentration von 2 mg/ml gelöst. 
 
MDM2-Inhibitoren 
aktiver MDM2-Inhibitor R206-0270 Roche-interne Substanzbibliothek 
inaktive Kontrollsubstanz R206-0402 Roche-interne Substanzbibliothek 
Aus den Substanzen wurden Stammlösungen in DMSO hergestellt und in Aliquots bei -20° C gelagert. 
2.1.2.8 siRNAs 




 5’    GGCCGAGAGAAUUCUGAAAdTdT 3’ (sense) 
 3’dTdTCCGGCUCUCUUAAGACUUU     5’ (antisense) 
 
C2: Dharmacon 
 5’    GCAAGGUUUGAUGCCUAUUdTdT 3’ (sense) 
 3’dTdTCGUUCCAAACUACGGAUAA     5’ (antisense) 
 
C3: Dharmacon 
 5’    CUCCAUCUCCAGUUGUAUUdTdT 3’ (sense) 





 5’    UCAGCAGGAAUCAUCGGACdTdT 3’ (sense) 
 3’dTdTAGUCGUCCUUAGUAGCCUG     5’ (antisense) 
 
                                                 
2
 Die Targetsequenz auf der mRNA entspricht den 19 Nukleotiden des doppelsträngigen Anteils der siRNA. Es gilt als gesichert, dass die Basen-
überhänge nicht zur Erkennung der Ziel-mRNA beitragen. Die Stealth-RNAs sind 25mere ohne Überhänge. 
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M2: Qiagen 
 5’    CGCCACAAAUCUGAUAGUAdTdT 3’ (sense) 
 3’dTdTGCGGUGUUUAGACUAUCAU     5’ (antisense) 
 
M3: Qiagen 
 5’    UCUACAGGGACGCCAUCGAdTdT 3’ (sense) 
 3’dTdTAGAUGUCCCUGCGGUAGCU     5’ (antisense) 
 
M5 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon 
 5’    GGAGAUAUGUUGUGAAAGAUU   3’ (sense) 
 3’  UUCCUCUAUACAACACUUUCU     5’ (antisense) 
 
M6 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon 
 5’    CCACAAAUCUGAUAGUAUUUU   3’ (sense) 
 3’  UUGGUGUUUAGACUAUCAUAA     5’ (antisense) 
 
M7 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon 
 5’    GAUGAGGUAUAUCAAGUUAUU   3’ (sense) 
 3’  UUCUACUCCAUAUAGUUCAAU     5’ (antisense) 
 
M8 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon 
 5’    GGAAGAAACCCAAGACAAAUU   3’ (sense) 
 3’  UUCCUUCUUUGGGUUCUGUUU     5’ (antisense) 
 
M9 (Stealth-RNA): Invitrogen 
 5’ UGAAAGGGAAGAAACCCAAGACAAA  3’ (sense) 
 3’ ACUUUCCCUUCUUUGGGUUCUGUUU  5’ (antisense) 
 
M10 (Stealth-RNA): Invitrogen 
 5’ GCUCUGUGUGUAAUAAGGGAGAUAU  3’ (sense) 




Eg5-siRNA (Weil et al. [1]) : Dharmacon, Qiagen 
 5’    CUGAAGACCUGAAGACAAUdTdT 3’ (sense) 




Luciferase-GL3 siRNA (Elbashir et al. [2]): Qiagen 
 5’    CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdT 3’ (sense) 
 3’dTdTGAAUGCGACUCAUGAAGCU     5’ (antisense) 
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Non-silencing control siRNA: Qiagen 
 5’    UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT 3’ (sense) 
 3’dTdTAAGAGGCUUGCACAGUGCA     5’ (antisense) 
 
Herstellung von siRNA-Stammlösungen 
5x siRNA Buffer Dharmacon 
5x Universal Buffer Dharmacon 
siRNA Suspension Buffer Qiagen 
 
Die siRNAs der verschiedenen Anbieter wurden jeweils nach Herstellervorschrift gelöst. Im Fall von Dhar-
macon und Qiagen wurde dazu der mitgelieferte Puffer verwendet, während die von Invitrogen gelieferten 
siRNAs bereits die notwendigen Salze enthalten und nur in DEPC-H2O resuspendiert werden müssen. Der 
5x siRNA Buffer und der inzwischen nicht mehr erhältliche 5x Universal Buffer3 wurden mit RNase-freiem 
Wasser auf eine 1x Konzentration verdünnt. Qiagen schreibt vor, dass die im siRNA Suspension Buffer 
gelöste siRNA 1 min auf 90° C und dann 60 min auf 37° C erhitzt werden soll. 
Die Puffervolumina wurden stets so gewählt, dass sich eine Endkonzentration von 20 µM siRNA ergab. Die 
Stammlösungen wurden aliquotiert und bei -20° C gelagert. 
2.1.3 Reagenzien und Kits für molekularbiologische Experimente 
2.1.3.1 Reagenzien für die RNA-Isolierung 
2-Mercaptoethanol Sigma 
QIAshredder Qiagen 
RNase-free DNase Set Qiagen 
RNaseZAP Sigma 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
2.1.3.2 Reagenzien zur Probenpräparation für die Chiphybridisierung 
Microarray cDNA Synthesis Kit Roche 
Microarray RNA Target Synthesis Kit (T7) Roche 
Microarray Target Purification Kit Roche 
Biotin-16-UTP Roche 
Kontroll-Oligonukleotid B2 Affymetrix 
100x staggered Kontroll-cRNAs Affymetrix 
Biotinylated Anti-Streptavidin (Goat) Vector Laboratories 
                                                 
3
 Zusammensetzung des 5x Universal Buffers: 100 mM KCl, 30 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 1 mM MgCl2. 
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Bovine Serum Albumin (BSA, 50 mg/ml) Invitrogen 
DEPC-treated H2O Ambion 
EDTA 0,5 M Sigma 
Goat IgG Sigma 
Herring Sperm DNA Promega 
MES Sodium Salt Sigma 
MES Monohydrat Sigma 
NaCl 5 M, RNase-frei Ambion 
SSPE Buffer (20x) Invitrogen 
Streptavidin, recombinant Roche 
Streptavidin, R-Phycoerythrin-Konjugat (SAPE) Molecular Probes 
Surfact-Amps 20 Perbio (Pierce) 
2.1.3.3 Puffer für die Affymetrix-Analysen
5x Fragmentierungspuffer 
4 ml 1 M-Trisacetat pH 8,1 
(wässrige Lösung der freien Tris-Base, 
pH-Einstellung mittels Eisessig) 
0,64 g Magnesiumacetat 
0,98 g Kaliumacetat 
mit DEPC- H2O ad 20 ml 
sterilfiltrieren, Lagerung bei Raumtemperatur 
 
2x MES-Puffer 
8,3 ml 12x MES-Puffer 
17,7 ml 5 M NaCl 
4,0 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 
0,1 ml Tween-20 10 % 
19,9 ml DEPC-H2O 
Lagerung bei 4° C 
 
Stringenter Waschpuffer 
83,3 ml 12x MES-Puffer 
5,2 ml 5 M NaCl 
1,0 ml Tween-20 10 % 
910,5 ml H2O 
sterilfiltrieren, Lagerung bei 4° C 
12x MES-Puffer 
35,2 g MES-Monohydrat (freie Säure) 
96,65 g MES-Natriumsalz 
mit DEPC-H2O ad 500 ml 
pH sollte bei 6,5–6,7 liegen 





41,7 ml 12x MES-Puffer 
92,5 ml 5 M NaCl 
2,5 ml Tween-20 10 % 
112,8 ml H2O 




300 ml 20x SSPE 
1 ml Tween-20 10 % 
699 ml H2O 
sterilfiltrieren, Lagerung bei Raumtemperatur 
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2.1.3.4 Färbelösungen für die Affymetrix-Analysen
SA Solution 
270 µl H2O 
300 µl 2x Stain-Puffer 
24 µl BSA (50 mg/ml) 




266,4 µl H2O 
300 µl 2x Stain-Puffer 
24 µl BSA (50 mg/ml) 
6 µl Goat IgG 
3,6 ml Biotinylated Anti-
Streptavidin (Goat) 
SAPE Stain Solution 
270 µl H2O 
300 µl 2x Stain-Puffer 
24 µl BSA (50 mg/ml) 
6 µl SAPE 
 
 
2.1.3.5 Reagenzien für die Reverse Transkription und Real-Time-PCR 
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Roche 
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche 
LightCycler® FastStart DNA Master Hybridization Probes Roche 
LightCycler® h-Housekeeping Gene Selection Set Roche 
LightCycler® h-ALAS Housekeeping Gene Set Roche 
LightCycler® Color Compensation Set Roche 
 
Cholinkinase-Primer MWG 
forward Primer (ChoK-F) 5’ AGTCAATCAGCAGGAATCATCG 3’ 
reverse Primer (ChoK-R) 5’ GCACTTTCCGAGGCTCATCA 3’ 
 
MDM2-Primer TIB-Molbiol 
forward Primer (mdm2_S) 5’ AGTCAATCAGCAGGAATCATCG 3’ 
reverse Primer (mdm2_R) 5’ TACACACAGAGCCAGGCTT 3’ 
 
Die Primer wurden in H2O zu einer Konzentration von 10 µM gelöst und in Aliquots bei -20° C gelagert. 
 
Cholinkinase-Hybridisierungssonden TIB-Molbiol 
Green-ChoK 5’ CATGCTGTTCCAGTGCTCCCTACC-Fluorescein 3’ 
Red-ChoK 5’ LC Red705-GACACCACAGCCACCCTTGGT-Phosphat 3’ 
 
MDM2-Hybridisierungssonden TIB-Molbiol 
mdm2_FL 5’ TGTACAAGGTCCTTTTGATCACTCCC-Fluorescein 3’ 
mdm2_LC 5’ LC Red640-CCTTCAAGGTGACACCTGTTCTCACTCA-Phosphat 3’ 
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Die Hybridisierungssonden wurden in H2O zu einer Konzentration von 4 µM gelöst und in Aliquots 
bei -20° C gelagert. 
2.1.3.6 Reagenzien für die Proteinanalytik 
Allgemeine Reagenzien 
Aprotinin Roche 
Dithiothreitol (DTT) Sigma 




Pefabloc SC Roche 
 
Lysepuffer Labor Lacal 
50 mM Tris-HCl pH 7,4 
0,25 % Nonidet P40 
0,25 % SDS 
150 mM NaCl 
10 mM Na4P2O7 
50 mM NaF 
direkt vor Verwendung frisch zugeben: 
10 µg/ml Aprotinin 
15 mM β-Glycerophosphat 
1 mM Pefabloc 
 
NP40-Lysepuffer 
50 mM Tris-HCl pH 8,0 
120 mM NaCl 
0.5 % Nonidet P40 
10 % Glycerin 
direkt vor Verwendung frisch zugeben: 
10 µg/ml Aprotinin 
5 mM DTT 
1 mM EGTA 
50 µg/ml Leupeptin 
2 mM Pefabloc 
 
Proteinkonzentrationsbestimmung 
Micro BCA Protein Assay Reagent Kit Perbio (Pierce) 
 
SDS-Gelelektrophorese 
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen 
NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) Invitrogen 
NuPAGE Antioxidant Invitrogen 
NuPAGE Sample Reducing Agent (10x) Invitrogen 
MagicMark Western Protein Standard Invitrogen 
MagicMark XP Western Protein Standard Invitrogen 
High-Range Rainbow Molecular Weight Markers Amersham Biosciences 
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Western Blotting 
NuPAGE Transfer Buffer (20x) Invitrogen 
Lumi-LightPLUS Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit) Roche 
Restore Western Blot Stripping Buffer Perbio (Pierce) 
 
0,25 % Gelatine in NET-Puffer 
150 mM NaCl 
5 mM EDTA 
50 mM Tris-HCl pH 7,5 
0,05 % Triton X-100 
0,25 % Gelatine (unter Erwärmen lösen) 
 
Primärantikörper 
β-Actin (AC-15) (Maus, monoklonal) Abcam 
MDM2 (SMP14) (Maus, monoklonal) Santa Cruz Biotechnology 
p53 (DO-1) (Maus, monoklonal) Santa Cruz Biotechnology 
Phospho-p53 (Ser15) Antibody (Kaninchen, polyklonal) Cell Signaling 
 
Sekundärantikörper 
Anti-Mouse IgG-POD aus Lumi-LightPLUS Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit) 
Anti-Rabbit IgG-POD aus Lumi-LightPLUS Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit) 
Anti-Mouse Shp X Ms IgG-HRP (AQ328P) Chemicon 
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2.2 Verbrauchsmaterial 
2.2.1 Allgemeines Verbrauchsmaterial 
2.2.1.1 Reaktionsgefäße aus Kunststoff 
PCR SoftStrips 0,2 ml Biozym 
Reaktionsgefäße, RNase-frei, steril, 1,6 ml Biozym 
Reaktionsgefäße, amber, 1,6 ml Biozym 
Reaktionsgefäße Safe-Lock, 1,5 und 2,0 ml Eppendorf 
Collection Tubes, 2,0 ml Qiagen 
BLUE MAX Polypropylene Tubes, 15 und 50 ml BD Biosciences 
BLUE MAX Polystyrene Tubes, 15 ml BD Biosciences 
2.2.1.2 Verbrauchsmaterial zur Herstellung von Puffern und Lösungen 
Glaswaren Schott 
Bottle Top Filter PES Nalgene 
Stericup 0,22 µM, GV Durapore Membran Millipore 
2.2.1.3 Pipettenspitzen 
epT.I.P.S. Eppendorf 
Aerosol-resistant Pipette Tips Roche 
SafeSeal Tips Biozym 
Pipettenspitzen, aerosolresistent Rainin 
Gel Loading Tips Invitrogen 
Combitips plus Biopur Eppendorf 
2.2.2 Verbrauchsmaterial für bestimmte Anwendungen 
2.2.2.1 Verbrauchsmaterial für die Zellkultur 
Cellstar Tissue Culture Flasks, Filter Cap Greiner Bio-one 
Falcon Tissue Culture Flasks, Vented Cap BD Biosciences 
Falcon Multiwell Plates BD Biosciences 
Microplatte weiß (Lumineszenz) Greiner Bio-one 
Cryoware Cryogenic Vials Nalgene 
Erlenmeyer Flasks Polycarbonate Corning (Costar) 
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Serological Pipets BD Biosciences 
Reagent Reservoir Polystyrene 50 ml Corning (Costar) 
Cell Scraper Corning (Costar) 
Falcon Polystyrene Tubes 6 ml (FACS-Röhrchen) BD Biosciences 
2.2.2.2 Verbrauchsmaterial für die Real-Time-PCR 
LightCycler® Sample Capillaries Roche 
2.2.2.3 Verbrauchsmaterial für Affymetrix-Analysen 
GeneChip® HG-U133A Affymetrix 
GeneChip® Test3 Affymetrix 
2.2.2.4 Verbrauchsmaterial für die Proteinanalytik 
SDS-Gelelektrophorese 
NuPAGE 10 % Bis-Tris Gel, 1.0 mm, 10 well Invitrogen 
NuPAGE 4–12 % Bis-Tris Gel, 1.0 mm, 10 well Invitrogen 
 
Western Blot 
Invitrolon PVDF / Filter Paper Sandwiches Invitrogen 
Hybond-ECL Nitrozellulosemembran Amersham Biosciences 
Sponge Pad for Blot Module Invitrogen 
Hybridization Bags Roche
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2.3 Geräte 
2.3.1 Allgemeine Geräte 
2.3.1.1 Pipetten und Pipettierhilfen 
Pipetman P (verschiedene Modelle) Gilson 
Pipet-Lite LTS-Pipette 1000 µl Rainin 
Mehrkanalpipette Research 10 µl Eppendorf 
Multipette pro Eppendorf 
Pipetboy, Pipetboy acu Integra 
2.3.1.2 Sonstige Geräte 
Tischzentrifuge 5415c Eppendorf 
Labofuge 400e Heraeus 
Schüttler 3017 GFL 
Vortex Heidolph 
SpeedVac Concentrator Savant 
Waagen Sartorius 
Alu-Rack für PCR-Reaktionsgefäße DE Tech 
Kühlblock Labtop Coller Jr Nalgene 
Wasserbad Precitherm PFV Boehringer Mannheim 
GeneAmp PCR System 2400 und 9600 Perkin Elmer 
ThermoStat plus Eppendorf 
Kühlschrank Liebherr 
Gefrierschrank -20° C Liebherr 
Gefrierschrank -80° C GFL 
2.3.2 Geräte für bestimmte Anwendungen 
2.3.2.1 Geräte für die Zellkultur 
Brutschrank BBD6220 Heraeus (Kendro) 
Laminar-Flow-Werkbank BDK 
N2-Tank Chronos Messer 
Hämazytometer Neubauer Bright-Line Optik Labor 
Hämazytometer Deckgläser Superior 
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mechanisches Zählgerät IVO 
Mikroskop Labovert Leitz 
Plattenschüttler MS2/4 digital IKA 
Megafuge 3.0 R Heraeus (Kendro) 
Cryo 1° C Freezing Container Nalgene 
2.3.2.2 Geräte für Absorptions- und Fluoreszenzmessungen 
Photometer GeneQuant II Pharmacia Biotech 
Quarzküvette 10 mm Hellma 
Ultra microvolume cell with black walls, 5–7 µl Amersham Biosciences 
Spectrafluor Plus Tecan 
2.3.2.3 Geräte für die Real-Time-PCR 
LightCycler® Instrument Roche 
LightCycler® Carousel Centrifuge Roche 
2.3.2.4 Geräte für Affymetrix-Analysen 
Heizschrank Memmert 
Rotor REAX2 Heidolph 
GeneChip® Fluidics Station 450 Affymetrix 
GeneChip® Scanner Affymetrix 
2.3.2.5 Geräte für die Proteinanalytik 
XCell SureLock Mini-Cell Invitrogen 
XCell II Blot Module Invitrogen 
PowerEase 500 Power Supply Invitrogen 
Schweißgerät Polystar 242 Rische + Herfurth 
Lumi-Imager F1 Roche 
2.3.2.6 Geräte für die Durchflusszytometrie 
FACSCalibur BD Biosciences 
FACScan BD Biosciences 
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2.4 Software 
2.4.1 Auswertungssoftware 
- Roche-interne Anwendung RACE-A (Roche Affymetrix Chip Experiment - Analysis) 
- MS Excel 
- XLfit 3 (MS Excel Add-In) 
- Spotfire DecisionSite 
- Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 
2.4.2 Gerätespezifische Software 
2.4.2.1 Software für die Durchflusszytometrie 
CellQuest, CellQuest Pro BD Biosciences 
ModFit LT BD Biosciences 
2.4.2.2 Software für die Real-Time-PCR 
LightCycler® Software 3.5 Roche 
LightCycler® Relative Quantification Software Roche 
2.4.2.3 Software für Affymetrix-Analysen 
Microarray Suite 5.0 Affymetrix 
GeneChip® Operating Software 1.0 Affymetrix 
2.4.2.4 Software für spektrophotometrische Bestimmungen 
XFluor 4 Tecan 
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2.5 Zellbiologische Methoden 
2.5.1 Kultur humaner Tumorzelllinien 
Die Zelllinien A549, HCT-116, HT-29, MCF-7 und MDA-MB-231 wurden in RPMI1640-Medium mit Gluta-
max I unter Zusatz von 10 % fötalem Kälberserum (FKS) bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % relativer Feuchte 
kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei bis vier Tage bei ca. 70–80 % Konfluenz passagiert. Hierbei wurde 
einmal mit PBS gewaschen und anschließend angewärmtes Trypsin-EDTA (Firma Invitrogen) zugegeben. 
Dessen Einwirken wurde durch Zugabe von Wachstumsmedium gestoppt, sobald ein Großteil der Zellen 
abgeschwommen war. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Hämazytometers bestimmt. Die Vitalität der Zel-
len wurde durch Färbung mit Trypanblau überprüft. 
Zur langfristigen Lagerung von Zellaliquots wurden diese in FKS mit 7,5 % DMSO in flüssigem Stickstoff 
tiefgefroren. 
2.5.2 Kultur humaner Brustepithelzellen (HMECs) 
Für die Kultur humaner Brustepithelzellen (HMECs, human mammary epithelial cells) wurde mit den Kom-
ponenten des MEGM-Bullet Kits supplementiertes MEBM-Medium verwendet, die Brutschrankeinstellun-
gen entsprachen den unter 2.5.1 beschriebenen. Am Tag nach der Passage und an jedem zweiten Tag 
wurde, wie vom Hersteller angegeben, das Medium gewechselt. Die Zellen wurden bei 60–80 % Konfluenz 
subkultiviert. Zum Waschen wurde HEPES-BSS verwendet, dann wurden die Zellen durch mehrminütige 
Einwirkung von Trypsin-EDTA (Firma Cambrex) vom Substrat abgelöst. Zum Neutralisieren des Trypsins 
wurde TNS zugegeben. Die Zellzahl wurde mittels Hämazytometer bestimmt, unter Zusatz von Trypanblau 
zur Unterscheidung vitaler und toter Zellen. Pro cm2 Wachstumsfläche wurden 2.500 Zellen ausgesät. 




Zur Quantifizierung des proliferationshemmenden Effekts von Zytostatika, niedermolekularen Cholinkinase- 
und MDM2-Inhibitoren und von verschiedenen siRNAs wurde das WST-1-Reagenz verwendet. Dieser Test 
beruht auf der Oxidation eines schwach roten Tetrazoliumsalzes zu einem dunkelroten Formazansalz, die 
durch mitochondriale Dehydrogenasen katalysiert wird. Die Menge an gebildetem Formazan ist der En-
zymaktivität und somit der Anzahl metabolisch aktiver Zellen in der Kultur direkt proportional. 
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Der Test wurde nach folgendem Protokoll durchgeführt: 
- gewünschte Zellzahl in 96-Well-Platten (für Zytostatika- und Inhibitortests) bzw. in 24-Well-Platten 
(für siRNA-Transfektionen) aussäen 
- außenliegende Wells als Verdunstungsschutz mit PBS befüllen 
- mehrere Wells mit reinem Medium ohne Zellen befüllen (Leerwerte) 
- 24 h nach der Aussaat Substanzen zugeben bzw. Transfektion durchführen, jeweils 4–
5 gleichbehandelte Wells (Replikate) 
- parallel unbehandelte und vehikelbehandelte bzw. „mock-transfizierte“ (s. 2.5.7) Zellen mitführen 
- Behandlungsdauer im Fall von Zytostatika und Inhibitoren 5 Tage, im Fall der siRNAs 2–3 Tage 
- am Ende des Behandlungszeitraums WST-1-Reagenz zugeben: 10 % des im Well vorliegenden 
Volumens, z. B. 10 µl zu 100 µl pro Well einer 96-Well-Platte 
- durch Hin- und Herbewegen der Platte oder auf dem Plattenschüttler mischen 
- Inkubation im Brutschrank für 1–3 h 
- Absorptionsmessung im Spektrophotometer Spectrafluor Plus: 
Messwellenlänge 450 nm, Referenzwellenlänge 620 nm 
Vom Mittelwert der Absorption der zusammengehörigen Replikate (abs) wird jeweils der Mittelwert der Ab-
sorption der Leerwerte (abs (blank)) abgezogen und auf diesem Weg die korrigierte Absorption abskorr be-
rechnet: )(blank absabsabskorr −=  
 
Die residuale Proliferationsaktivität nach einer bestimmten Behandlung wird angegeben, indem der Quo-










Für die Zytostatika und die Inhibitoren wurden zudem Inhibitionskurven erstellt und mittels XLfit 3 die IC50- 
und IC80-Werte berechnet, also diejenigen Konzentrationen, bei denen das Wachstum relativ zur Kontrolle 
um 50 bzw. 80 % gehemmt war. 










Das in XLfit 3 zugrunde gelegte Modell ist das einer sigmoidalen einseitigen Dosis-Antwort-Kurve, beru-















x = Substanzkonzentration, y = % Inhibition, A = minimaler y-Wert, B = maximaler y-Wert, C = IC50, D = Steigungsfaktor 
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Für jede Tumorzelllinie wurden Mehrfachbestimmungen durchgeführt und der Mittelwert der IC50- bzw. 
IC80-Werte aus mindestens drei Analysen berechnet. 
2.5.3.2 CellTiter-Glo-Test 
Als Alternative zum WST-1-Test kann dieser lumineszenzbasierte Viabilitätstest verwendet werden. Es ließ 
sich feststellen, dass er im Allgemeinen deutlichere Reduktionen der Messwerte behandelter Proben relativ 
zur Kontrolle als der WST-1-Test liefert, was häufig besser mit der lichtmikroskopisch zu beobachtenden 
Verringerung der Zellzahl und apoptotischen Veränderungen der Zellen korreliert. Deshalb wurde gegen 
Ende der Doktorarbeit dieser Test verwendet, um die proliferationshemmende Wirkung von siRNAs zu 
bestimmen. 
Der CellTiter-Glo-Test erfasst nach Lyse der Zellen freigesetztes intrazelluläres ATP als Maß für die meta-
bolische Aktivität und Viabilität. Die Lumineszenzreaktion beruht auf der Umsetzung von Luciferin in Oxylu-
ciferin, die durch eine thermostabile Luciferase katalysiert wird und Mg2+-Ionen und ATP erfordert. Die 
messbare Menge an ATP korreliert sehr gut mit der Zellzahl. 
Protokoll: 
- Aussaat, Kontrollen und Leerwerte wie beim WST-1-Test (2.5.3.1) 
- Verwendung opakwandiger Zellkulturplatten, um Streuung der emittierten Lumineszenz in Nachbar-
wells zu verhindern 
- CellTiter-Glo-Reagenz nach Herstellerangaben rekonstituieren 
- am Ende des Behandlungszeitraums die Zellkulturplatten 30 min auf Raumtemperatur äquilibrieren 
- CellTiter-Glo-Reagenz zugeben: 25 % des im Well vorliegenden Volumens, z. B. 150 µl zu 600 µl 
Medium pro Well einer 24-Well-Platte 
- 2 min auf dem Plattenschüttler mischen 
- 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren 
- Lumineszenz am Spektrophotometer Spectrafluor Plus aufnehmen 
- Einstellungen: maximum dynamic range, Gain 150 
- Berechnung der residualen Proliferationsaktivität wie beim WST-1-Test 
2.5.4 Behandlung mit Zytostatika und niedermolekularen targetspezifischen 
Inhibitoren 
Für die Behandlung der verschiedenen Tumorzellen mit Zytostatika oder niedermolekularen Cholinkinase- 
bzw. MDM2-Inhibitoren wurden die Zellen mit der in Tab. 2-1 angegebenen Zelldichte ausgesät. Am 
nächsten Tag wurde eine Vorverdünnung der jeweiligen Substanz zugegeben. Diese Vorverdünnungen in 
Wachstumsmedium wurden aus einer Stammlösung geeigneter Konzentration hergestellt, wobei bei den 
Substanzen mit hydrophoben Eigenschaften, die in DMSO- oder DMF-Stammlösungen vorlagen, darauf 
geachtet wurde, dass bei der Verdünnung in wässrigem Medium keine Präzipitate entstanden (langsames 
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Zupipettieren unter Rühren). Bei der Behandlung mit MDM2-Inhibitoren wurden die Zellen in Wachstums-
medium mit normaler Serumkonzentration (10 %) ausgesät. Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt und 
der Inhibitor bzw. die Kontrollsubstanz in Medium mit 2,5 % Serum zugegeben. 
 
A549 2,67x 104 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 24 h-Zytostatikabehandlung 
8x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 72 h-Zytostatikabehandlung 
HCT-116 5,2x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 48 h-Behandlung mit MDM2-Inhibitoren 
HT-29 1,9x 104 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 24 h-Zytostatikabehandlung 
9,3x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 72 h-Zytostatikabehandlung 
in der Arbeitsgruppe Lacal durchgeführter Versuchsansatz: 2.67x 104 Zellen/cm2 Wachstumsfläche 
für 30 h-Behandlung mit Cholinkinaseinhibitor 
MCF-7 2,67x 104 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 24 h-Zytostatikabehandlung 
8x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 72 h-Zytostatikabehandlung 
2x 104 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 48 h-Behandlung mit MDM2-Inhibitoren 
MDA-MB-231 2,67x 104 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 24 h-Behandlung mit Zytostatika und Cholinkinaseinhibitor 
8x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 72 h- Behandlung mit Zytostatika und Cholinkinaseinhibitor 
NCI/ADR-RES 7,8x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche für 48 h-Behandlung mit MDM2-Inhibitoren 
Tab. 2-1: Zellzahlen der Tumorzelllinien bei der Aussaat für die Behandlung mit Zytostatika und niedermolekularen Inhibitoren. 
 
Im Fall der HMECs wurde ein abgewandeltes Protokoll für die Zytostatikabehandlungen verwendet, da die-
se Zellen nur dann optimal wachsen, wenn sie mit einer definierten, sehr geringen Zelldichte ausgesät 
werden und das Medium regelmäßig gewechselt wird: 
 
24 h-Zytostatikabehandlung von HMECs 
2,5x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche, Mediumwechsel am Tag nach der Aussaat und dann an jedem 
zweiten Tag, Volumen des Mediums in Abhängigkeit von der Zelldichte gemäß Standardprotokoll (s. 2.5.2); 
Zytostatikazugabe 6 Tage nach der Aussaat, Ernte am darauf folgenden Tag. 
 
72 h-Zytostatikabehandlung von HMECs 
2,5x 103 Zellen/cm2 Wachstumsfläche, Mediumwechsel am Tag nach der Aussaat, Zytostatikazugabe 
3 Tage nach der Aussaat unter Mediumwechsel, nach weiteren 2 Tagen Zugabe von frischem zytostatika-
haltigen Medium, Ernte am darauf folgenden Tag; Volumen des Mediums in Abhängigkeit von der Zelldich-
te gemäß Standardprotokoll (s. 2.5.2). 
2.5.5 Zellzyklusanalyse 
Zur Untersuchung der Zellzyklusverteilung von behandelten und unbehandelten Zellen wurden durchfluss-
zytometrische Messungen nach DNA-Färbung mittels Propidiumiodid (PI) durchgeführt. Der verwendete 
Material und Methoden 24 
Färbepuffer ermöglicht das Eindringen von PI in die Zelle, wo dieses in stöchiometrischem Verhältnis an 
doppelsträngige DNA bindet. Aus der Fluoreszenzintensität einer Zelle kann man deshalb darauf schließen, 
ob sie einen einfachen (2 N, entsprechend G0/G1-Phase), doppelten (4 N, entsprechend G2/M-Phase) 
oder dazwischen liegenden (S-Phase) Chromosomensatz enthält. Zelltrümmer mit einem DNA-Gehalt 
< 2 N werden in der Sub-G1-Population (Debris) erfasst. 
Nach der gewünschten Behandlungs- bzw. Transfektionsdauer wurden die Zellen geerntet und nach unten 
stehenden Protokollen gefärbt und analysiert. 
 
Protokoll für die Zellfärbung mittels PI 
- Überstand von den Zellen abnehmen und in FACS-Röhrchen überführen 
- Zellen mit PBS (bzw. im Fall von HMECs mit HEPES-BSS) waschen, dieses in dasselbe FACS-
Röhrchen transferieren 
- Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA und mehrminütige Inkubation ablösen, gut resuspendieren 
und ebenfalls in dasselbe FACS-Röhrchen überführen 
- zentrifugieren (5 min/1.000 rpm), Überstand möglichst vollständig absaugen 
- Zellpellet aus ca. 5x 105 Zellen in 10 µl RNase A-Lösung resuspendieren und 0,5 ml PI-Färbepuffer 
zugeben. Für andere Zellzahlen die Volumina entsprechend umrechnen. 
- 30 min auf Eis oder bei 4° C färben lassen 
 
Protokoll für die Analyse am Durchflusszytometer FACSCalibur oder FACScan mit Hilfe der Gerätesoft-
ware CellQuest Pro bzw. CellQuest 
- Messung in Fluoreszenzkanal 2 (FL2) 
- Aufnahme von Dot Plots zur Überprüfung der Homogenität der Zellpopulation: 
x-Achse: FSC (forward scatter), y-Achse: SSC (sideward scatter) 
Beispiel siehe Abb. 2-1A 
- Aufnahme von Dot Plots zur Dublettendiskrimination: 
x-Achse: FL2-A (Fläche FL2-Peak), y-Achse: FL2-W (Breite FL2-Peak) 
Beispiel siehe Abb. 2-1B 
- Aufnahme von Histogrammen zur Analyse der Zellzyklusverteilung: 
x-Achse: FL2-H (Höhe FL2-Peak), y-Achse: Counts (Zahl der Ereignisse) 
Beispiel siehe Abb. 2-1C 
- Es wurden stets 20.000 Ereignisse aufgezeichnet. 
- Die resultierenden DNA-Histogramme wurden mit Hilfe der Software ModFit LT analysiert. Diese 
führt ein Fitting durch, um den prozentualen Anteil der sich überlagernden Zellzyklusphasen zu er-
mitteln. 












Abb. 2-1: Beispieldiagramme aus der durchflusszytometrischen Analytik. 
A: Dot Plot zur Überprüfung der Homogenität der Zellpopulation. 
B: Dot Plot zur Dublettendiskrimination: Nur die eingezeichnete Region (R1) wird für die Analyse berücksichtigt. Die am rechten Rand oberhalb der 
Region auflaufenden Signale stammen von Zellklumpen und werden ausgeschlossen. 
C: DNA-Histogramm zur Analyse der Zellzyklusverteilung. Die Zuordnung der eingezeichneten Regionen zu den Zellzyklusphasen ist wie folgt: M1 
= G0/G1-Phase, M2 = S-Phase, M3 = G2/M-Phase, M4 = Debris. 
D: Dot Plot für den Apoptosetest. Bedeutung der Quadranten: LL (lower left) = vitale Zellen, UL (upper left) = nekrotische Zellen, UR (upper right) = 
nekrotische oder spät-apoptotische Zellen, LR (lower right) = apoptotische Zellen. 
2.5.6 Apoptosetest 
Der Anteil apoptotischer Zellen nach siRNA-Transfektion oder Kontrollbehandlung wurde mit Hilfe des An-
nexin-V-FLUOS Staining Kits ermittelt. 
Annexin V bindet Ca2+-abhängig an Phosphatidylserin, welches während früher Stadien der Apoptose von 
der Innen- an die Außenseite der Plasmamembran transloziert. Aufgrund der Konjugation mit Fluorescein 
(FLUOS) kann gebundenes Annexin V durchflusszytometrisch erfasst werden. Da nekrotische Zellen auf-
grund des Verlusts ihrer Membranintegrität ebenfalls Phosphatidylserin auf ihrer Oberfläche tragen, muss 
mit Propidiumiodid gegengefärbt werden, welches unter den angewandten Bedingungen nur in nekrotische 
Zellen eindringt und in die DNA interkaliert. Durch Einteilung des aufgenommenen Dot Plots in Quadranten 
können vitale, apoptotische und nekrotische Zellen unterschieden werden. 
Die Färbung und Analyse am Durchflusszytometer wurde nach unten stehenden Vorgaben durchgeführt: 
 
Protokoll für die Zellfärbung mittels Annexin-V-FLUOS und PI 
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- Zellen mit PBS (bzw. im Fall von HMECs mit HEPES-BSS) waschen, dieses in dasselbe FACS-
Röhrchen transferieren 
- Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA und mehrminütige Inkubation ablösen, gut resuspendieren 
und ebenfalls in dasselbe FACS-Röhrchen überführen 
- zentrifugieren (5 min/1.000 rpm), Überstand möglichst vollständig absaugen 
- für 5x 105 Zellen 100 µl Wachstumsmedium mit 2 mM CaCl2 zugeben (bei abweichender Zellzahl 
Volumen entsprechend anpassen) und vorsichtig resuspendieren 
- 2 µl des Annexin-V-FLUOS labeling reagent zugeben, mischen 
- 2 µl der Propidium iodide solution zugeben, mischen 
- 10-20 min bei Raumtemperatur inkubieren 
- für die Geräteeinstellung sind darüber hinaus notwendig: 
unbehandelte, ungefärbte Zellen (kein Annexin-V-FLUOS, kein PI) 
apoptotische/nekrotische, Annexin-V-FLUOS-gefärbte Zellen (kein PI zugeben) 
apoptotische/nekrotische, PI-gefärbte Zellen (kein Annexin-V-FLUOS zugeben) 
apoptotische/nekrotische, doppelt gefärbte Zellen (PI und Annexin-V-FLUOS zugeben) 
 
Protokoll für die Analyse am Durchflusszytometer FACSCalibur mit Hilfe der Gerätesoftware CellQuest Pro 
- Messung in Fluoreszenzkanal 1 (FL1) und 2 (FL2) 
- FL1 erfasst Fluorescein, FL2 erfasst PI; jedoch überlappen die beiden Emissionsspektra, weshalb 
elektronisch kompensiert werden muss 
- Aufnahme von Dot Plots zur Überprüfung der Homogenität der Zellpopulation: 
x-Achse: FSC (forward scatter), y-Achse: SSC (sideward scatter) 
- Aufnahme von Dot Plots zur Unterscheidung vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen: 
x-Achse: FL1-H (Höhe FL1-Peak), y-Achse: FL2-H (Höhe FL2-Peak) 
Beispiel siehe Abb. 2-1D 
- Die unbehandelten, ungefärbten Zellen dienen zur Ermittlung der Autofluoreszenz. Die Gerätepara-
meter werden so eingestellt, dass ihre Signale im linken unteren Quadranten (LL) zu liegen kom-
men. 
- Als Positivkontrolle für die Einstellung der Kompensation wurden mit Eg5-siRNA transfizierte Pro-
ben verwendet. Diese enthalten nach 48 und 72 h schon zahlreiche Zellen in frühen und späten 
Stadien der Apoptose und Zelltrümmer, die durch PI erfasst werden. Mit Hilfe der einfach und dop-
pelt gefärbten Positivkontrollen werden die Geräteparameter so eingestellt, dass die Populationen 
in den gewünschten Quadranten zu liegen kommen. 
- Die Daten wurden über die von der Software CellQuest Pro ausgegebenen Quadrantenstatistik 
quantitativ ausgewertet. 
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2.5.7 siRNA-Transfektion 
Die Transfektion mit siRNAs wurde für jede verwendete Zelllinie hinsichtlich der Parameter Zelldichte, Art 
und Menge des Transfektionsagens und Arbeiten im serumfreien oder serumhaltigen Milieu optimiert. Zu-
dem wurde die Konzentration der verwendeten siRNAs auf die niedrigstmögliche noch optimal wirksame 
Konzentration herabtitriert. 
In aller Regel wurden die Transfektionen in 24-Well- oder 6-Well-Platten durchgeführt. 
 
Für die verschiedenen Transfektionsagenzien und Zelllinien ergaben sich die folgenden optimierten Trans-
fektionsprotokolle: 
2.5.7.1 Transfektion mit Lipofectamine 2000 
Aussaat 
- HT-29-Zellen: Aussaat von 2x 104 Zellen in 500 µl Medium (24-Well-Maßstab) bzw. 1x 105 Zellen in 
2,4 ml Medium (6-Well-Maßstab) am Vorabend der Transfektion 
- MCF-7-Zellen: Aussaat von 4x 104 Zellen in 500 µl Medium (24-Well-Maßstab) bzw. 1,9x 105 Zellen 
in 2,4 ml Medium (6-Well-Maßstab) am Vorabend der Transfektion 
- NCI/ADR-res-Zellen: Aussaat von 2x 104 Zellen in 500 µl Medium (24-Well-Maßstab) bzw. 1x 105 
Zellen in 2,4 ml Medium (6-Well-Maßstab) am Vorabend der Transfektion 
 
Transfektion 
- pro Well: 1 µl Lipofectamine 2000 und 49 µl Opti-MEM (24-Well-Maßstab) bzw. 4,8 µl Lipofect-
amine 2000 und 235,2 µl Opti-MEM (6-Well-Maßstab) vorsichtig durch Pipettieren mischen, 5 min 
bei Raumtemperatur inkubieren 
- pro Well: optimiertes Volumen siRNA (s.u.) mit Opti-MEM auf 50 µl (24-Well-Maßstab) bzw. 240 µl 
(6-Well-Maßstab) ergänzen, vorsichtig durch Pipettieren mischen 
- als Ausgangspunkt wurde jeweils eine siRNA-Konzentration von 33 nM verwendet, entsprechend 
einem Volumen von 1 µl der 20 µM-Stammlösung für den 24-Well-Maßstab bzw. 4,8 µl für den 
6-Well-Maßstab 
- Lipofectamine 2000-Vormischung zur siRNA-Verdünnung hinzugeben, vorsichtig durch Pipettieren 
mischen, 20 min bei Raumtemperatur inkubieren 
- je 100 bzw. 480 µl der siRNA-Lipid-Komplexe tropfenweise zu den im Wachstumsmedium befindli-
chen Zellen hinzupipettieren, durch vorsichtiges Hin- und Herbewegen der Platten untermischen 
- für die „Mock“-Kontrolle 50 bzw. 240 µl Opti-MEM mit dem gleichen Volumen Lipofectamine 2000-
Vormischung kombinieren, nach 20 min Inkubation zu den Zellen geben 
- für die unbehandelte Kontrolle 100 bzw. 480 µl Opti-MEM zu den Zellen geben 
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- die Zellen täglich lichtmikroskopisch auf morphologische Veränderungen überprüfen und nach der 
gewünschten Inkubationszeit für sekundäre Tests ernten 
 
Für das Lipofectamine 2000-Protokoll optimierte siRNA-Konzentrationen 
- Cholinkinase-siRNAs: 
C1, C2 und C3 – jeweils 10 nM 
- MDM2-siRNAs: 
M1, M3, M7 – jeweils 33 nM (nicht optimiert, da siRNAs nicht funktionell) 
M2 – 33 nM 
M5, M6, M8, M9 und M10 – jeweils 5 nM 
- Kontroll-siRNAs: 
Eg5-siRNA – 33 nM 
Luciferase-siRNA, Non-silencing control-siRNA – Konzentration wurde in Anlehnung an die opti-
mierte Konzentration der targetspezifischen siRNAs gewählt, d. h. 10 nM für die Cholinkinase-Expe-
rimente, 5 nM für die MDM2-Experimente 
2.5.7.2 Transfektion mit Oligofectamine 
Aussaat 
- MDA-MB-231-Zellen: Aussaat von 1x 104 Zellen in 535 µl Medium (24-Well-Maßstab) bzw. 5x 104 
Zellen in 2,6 ml Medium (6-Well-Maßstab) am Vorabend der Transfektion 
- HCT-116-Zellen: Aussaat von 1x 104 Zellen in 535 µl Medium (24-Well-Maßstab) bzw. 5x 104 Zellen 
in 2,6 ml Medium (6-Well-Maßstab) am Vorabend der Transfektion 
 
Transfektion 
- pro Well: 1 µl Oligofectamine und 14 µl Opti-MEM (24-Well-Maßstab) bzw. 4,8 µl Oligofectamine 
und 67,2 µl Opti-MEM (6-Well-Maßstab) vorsichtig durch Pipettieren mischen, 7–10 min bei Raum-
temperatur inkubieren 
- pro Well: optimiertes Volumen siRNA (s.u.) mit Opti-MEM auf 50 µl (24-Well-Maßstab) bzw. 240 µl 
(6-Well-Maßstab) ergänzen, vorsichtig durch Pipettieren mischen 
- als Ausgangspunkt wurde jeweils eine siRNA-Konzentration von 100 nM verwendet, entsprechend 
einem Volumen von 3 µl der 20 µM-Stammlösung für den 24-Well-Maßstab bzw. 14,4 µl für den 
6-Well-Maßstab 
- Oligofectamine-Vormischung zur siRNA-Verdünnung hinzugeben, vorsichtig durch Pipettieren mi-
schen, 20–25 min bei Raumtemperatur inkubieren 
- je 65 bzw. 312 µl der siRNA-Lipid-Komplexe tropfenweise zu den in Wachstumsmedium befindli-
chen Zellen hinzupipettieren, durch vorsichtiges Hin- und Herbewegen der Platten untermischen 
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- für die „Mock“-Kontrolle 15 bzw. 72 µl Opti-MEM mit 50 bzw. 240 µl Oligofectamine-Vormischung 
kombinieren, nach 20 min Inkubation zu den Zellen geben 
- für die unbehandelte Kontrolle 65 bzw. 312 µl Opti-MEM zu den Zellen geben 
- die Zellen täglich lichtmikroskopisch auf morphologische Veränderungen überprüfen und nach der 
gewünschten Inkubationszeit für sekundäre Tests ernten 
 
Für das Oligofectamine-Protokoll optimierte siRNA-Konzentrationen 
- Cholinkinase-siRNAs: 
C1, C2 und C3 – jeweils 100 nM 
- MDM2-siRNAs: 
M1, M3, M7 – jeweils 100 nM (nicht optimiert, da siRNAs nicht funktionell) 
M2, M5, M6, M8, M9 und M10 – jeweils 10 nM 
- Kontroll-siRNAs: 
Eg5-siRNA – 100 nM 
Luciferase-siRNA, Non-silencing control-siRNA – Konzentration wurde in Anlehnung an die opti-
mierte Konzentration der targetspezifischen siRNAs gewählt, d. h. 100 nM für die Cholinkinase-
Experimente, 10 nM für die MDM2-Experimente 
 
Anm. 1.: Einige der im Ergebnisteil gezeigten Experimente wurden vor der Optimierung der siRNA-Konzen-
trationen durchgeführt, sodass hier sämtliche siRNAs noch mit 33 bzw. 100 nM eingesetzt wurden. Dies ist 
in den jeweiligen Bildbeschriftungen angegeben. 
 
Anm. 2: Bei der Optimierung der siRNA-Konzentration war zunächst unklar, ob ein bestimmtes Verhältnis 
von siRNA-Molekülen zum Volumen an Transfektionsagens beibehalten werden muss, um ideale Trans-
fektionsbedingungen zu gewährleisten. Deshalb wurde bei Verwendung geringerer siRNA-Konzentrationen 
als der Startkonzentration von 33 bzw. 100 nM die siRNA-Molarität mit der Negativkontroll-siRNA gegen 
Luciferase aufgefüllt (d. h. beispielsweise wurden bei Oligofectamine-Transfektion mit 10 nM targetspezifi-
scher siRNA noch 90 nM Luciferase-siRNA zugegeben). Ein Vergleich der „Knock-down“-Effizienz auf 
mRNA-Ebene bewies aber, dass kein Unterschied zwischen Proben bestand, bei denen zusätzlich zur tar-
getspezifischen siRNA Luciferase-siRNA eingesetzt worden war, und solchen, die nur mit einem reduzier-
ten Volumen an targetspezifischer siRNA transfiziert worden waren. Deshalb wurde bei den nachfolgenden 
Versuchen auf die Ergänzung der siRNA-Konzentration mittels Luciferase-siRNA verzichtet. 
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2.6 Molekularbiologische Methoden 
2.6.1 RNA-Arbeiten allgemein 
Zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen wurden folgende Maßnahmen ergriffen: 
- Verwendung eines für RNA reservierten Pipettensatzes, mit dem keine RNase pipettiert wurde 
- Verwendung gestopfter, aerosolresistenter Pipettenspitzen 
- Glaswaren und Metallobjekte wurden bei 180° C gebacken. 
- Reaktionsgefäße aus Kunststoff wurden aus der Originalverpackung direkt in gebackene Becher-
gläser abgefüllt. 
- Die Arbeitsfläche wurde mit RNase Zap vorbehandelt. 
- Während der RNA-Arbeiten wurden stets Handschuhe getragen, diese wurden häufig gewechselt. 
2.6.2 RNA-Isolierung 
Zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurden die Zellen ohne vorheriges Abtrypsinieren direkt in der Zellkultur-
flasche bzw. -platte lysiert. Hierbei wurde das Medium abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und dann 
2-Mercaptoethanol-haltiger RLT-Puffer zugegeben. Zur Homogenisierung der Lysate wurden QIAshredder 
verwendet. Nachfolgend wurde die Gesamt-RNA mittels des RNeasy Mini Kits gemäß Herstellerangaben 
isoliert. 
Sofern die Probe für eine RT-PCR-Analyse bestimmt war, wurde sie nach Vorschrift im Kitprotokoll einem 
DNase-Verdau unter Verwendung des RNase-free DNase Sets unterzogen. 
 
Anschließend wurde die RNA-Konzentration im Eluat bestimmt. Hierzu wurde ein Aliquot in geeignetem 
Verhältnis mit Wasser verdünnt und am Photometer vermessen. Aus der Absorption bei 260 nm wurde die 








 mit OD260: Absorption bei 260 nm, f = Verdünnungsfaktor 
 
Zudem wurde das Verhältnis der Absorptionswerte bei 260 und 280 nm bestimmt, um Aufschluss über das 
Ausmaß der Proteinverunreinigung zu erhalten. Idealerweise liegt der Wert OD260/OD280 bei 2,0. Werte 
oberhalb von 1,7 sind akzeptabel und wurden in aller Regel erreicht. 
Im Anschluss wurde die RNA bei -80° C gelagert. 
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2.6.3 Probenaufarbeitung für die Hybridisierung auf Affymetrix GeneChip® 
Arrays 
2.6.3.1 cDNA-Synthese und -Aufreinigung 
10 µg Gesamt-RNA wurden mit Hilfe des Microarray cDNA Synthesis Kits nach Herstellerangaben in dop-
pelsträngige cDNA übersetzt. Für die Erststrangsynthese dient hierbei ein Oligo(dT)-Primer, der ein T7-
Promotorelement enthält, welches für die später folgende In-vitro-Transkription mittels T7-RNA-Polyme-
rase genutzt werden kann. 
Direkt anschließend wurde die cDNA unter Verwendung des Microarray Target Purification Kits gemäß 
Herstellervorschrift gereinigt und dann bei -20° C gelagert. 
2.6.3.2 In-vitro-Transkription der cDNA in biotinmarkierte cRNA und cRNA-Aufreinigung 
Die cDNA wurde mit dem Microarray RNA Target Synthesis Kit (T7) gemäß den Angaben im Kitprotokoll in 
markierte Antisense-cRNA umgesetzt. Hierbei wurde neben normalen unmarkierten Ribonukleotiden bioti-
nyliertes UTP (Biotin-16-UTP) verwendet, das für die spätere Detektionsreaktion auf dem Affymetrix-Chip 
vonnöten ist. 
Im Reaktionsmix waren die NTPs in folgenden Konzentrationen enthalten: 
ATP, CTP, GTP: jeweils 5 mM 
UTP: 3,75 mM 
Biotin-16-UTP: 1,25 mM 
 
Unmittelbar im Anschluss an die In-vitro-Transkription (IVT) wurde die cRNA-Aufreinigung durchgeführt, 
wobei folgendes modifiziertes Protokoll des RNeasy Mini Kits zum Einsatz kam: 
- zu den 20 µl aus der IVT-Reaktion 80 µl RNase-freies Wasser zugeben 
- 350 µl 2-Mercaptoethanol-haltigen RLT-Puffer zugeben, mischen, kurz zentrifugieren 
- 250 µl abs. Ethanol zugeben und durch Pipettieren mischen 
- Probe auf ein RNeasy Mini-Säulchen aufgeben 
zentrifugieren: 15 sec/10.000 rpm (8.000 g) 
- Zentrifugat erneut auf dasselbe Säulchen aufgeben, zentrifugieren 
Zentrifugat und Sammelröhrchen verwerfen, neues Sammelröhrchen aufstecken 
- mit dem RPE-Puffer-Waschschritt gemäß Kitprotokoll fortfahren 
 
Die cRNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt wie unter 2.6.2 beschrieben. 
Anschließend wurde die cRNA bei -80° C gelagert oder unmittelbar in die Fragmentierungsreaktion einge-
setzt. 
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2.6.3.3 cRNA-Fragmentierung 
Vor der Hybridisierung auf Affymetrix-Chips müssen die cRNA-Stränge in Fragmente von ca. 35–200 Ba-




20 µg biotinylierte cRNA in einem Volumen von max. 32 µl 
8 µl 5x Fragmentierungspuffer 
DEPC-H2O ad 40 µl 
- Inkubation: 35 min/95° C 
- bei -80° C lagern oder unmittelbar Hybridisierungsmix herstellen 
2.6.4 Hybridisierung auf Affymetrix GeneChip® Arrays 
Der Mix für die Hybridisierung auf den Affymetrix GeneChip® Expressionsarray muss eine geeignete Salz-
konzentration und den passenden pH-Wert besitzen, um eine optimale Bindung der cRNA-Fragmente an 
die Oligonukleotid-Sonden zu gewährleisten.  
Zudem müssen Kontrolloligonukleotide und Reagenzien für die Absättigung unspezifischer Bindungsstellen 
enthalten sein. Dies sind im Einzelnen: 
- Kontroll-Oligonukleotid B2 (biotinyliert): Das Oligonukleotid bindet an Kontrollsequenzen auf dem 
Chip und erzeugt dadurch Randbegrenzungen, ein schachbrettartiges Muster in den Ecken und ein 
Kreuz in der Mitte des Chips. Diese Strukturen dienen der Positionierung des Lasers und werden 
als Fixpunkte für ein Gitter verwendet, das die Zuordnung der Bildpunkte zu den Probe Sets 
(s. 2.6.4) ermöglicht. 
- Kontroll-cRNAs (biotinyliert): Die Hybridisierungskontrollen sind von den Genen BioB, BioC und 
BioD aus dem Biotin-Syntheseweg in E. Coli und Cre aus dem Rekombinase-Gen des Bakteriopha-
gen P1 abgeleitet. Man verwendet eine 100fach konzentrierte Kontrolllösung mit gestaffelten Kon-
zentrationen, bezeichnet als „100x staggered“. Diese Kontrollen dienen der Abschätzung der abso-
luten Expressionshöhe von RNA-Transkripten, da sie in definierter Molarität im Hybridisierungsmix 
enthalten sind. 
- Heringsperma-DNA und acetyliertes Rinderserumalbumin (BSA) dienen der Absättigung unspezifi-
scher Bindungsstellen auf dem Chip. 
 
Der Reaktionsmix für die Hybridisierung auf Affymetrix GeneChip® Arrays wurde im Wesentlichen gemäß 
den Angaben von Affymetrix hergestellt. 
Die Komponenten des Hybridisierungsmix und ihre Volumina sind im Folgenden angegeben: 
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30 µl fragmentierte cRNA (entspricht 15 µg) 
3 µl Kontroll-Oligonukleotid B2 
3 µl 100x staggered Kontroll-cRNAs 
3 µl Herring Sperm DNA (10 mg/ml) 
3 µl BSA (50 mg/ml) 
150 µl 2x MES-Puffer 
108 µl DEPC-H2O 
 
Um vorab sicherzustellen, dass die RNA-Qualität ausreichend für eine aussagekräftige Messung ist, kön-
nen die Proben zunächst auf den Test3-Chip hybridisiert werden, welcher vor allem Auskunft über die so-
genannte 3’/5’-Ratio (s. 2.7.3) gibt. 
Die eigentliche Datenerhebung wurde dann mittels Affymetrix HG-U133A-Arrays durchgeführt. 
 
Die Prähybridisierung der Chips und die Probenhybridisierung wurden nach Herstellerangaben durchge-
führt. Auf den HG-U133A-Chip wurden 200 µl Hybridisierungsmix aufgegeben, entsprechend 10 µg frag-
mentierter cRNA. Nach 16 h Inkubation bei 45° C wurden die Chips mit nicht-stringentem Waschpuffer be-
füllt und entweder direkt an der Fluidics-Station gewaschen und gefärbt oder vorher noch einige Stunden 
im Kühlschrank gelagert. 
2.6.5 Waschen und Färben der GeneChip® Arrays 
Das Waschen und Färben der Chips an der GeneChip® Fluidics Station 450 wurde gemäß Affymetrix-
Protokollen durchgeführt. Die Zusammensetzung der verwendeten Färbelösungen (SA Solution, Antibody 
Solution und SAPE Stain Solution für HG-U133A- bzw. nur SAPE Stain Solution für Test3-Chips) ist unter 
2.1.3.4 angegeben. 
Die an der Fluidics-Station ablaufenden Softwareprotokolle waren EukGE-ws2-v4 für HG-U133A- und 
Micro-first-1v1 für Test3-Chips. 
2.6.6 Signaldetektion 
Die mit dem Fluoreszenzfarbstoffkonjugat Streptavidin-R-Phycoerythrin (SAPE) angefärbten Chips wurden 
am GeneChip® Scanner vermessen. Dies erzeugt eine Bilddatei (.dat), die innerhalb der Affymetrix-Soft-
ware in ein Datenformat (.chp) prozessiert wird. Die .chp-Dateien dienen als Grundlage für die weitere 
Analyse durch die Roche-interne Software RACE-A (s. 2.7.4). 
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2.6.7 Reverse Transkription und Real-Time-PCR 
Für die relative Quantifizierung der Ziel-mRNAs wurde eine Two-Step-RT-PCR, also eine zweistufige Re-
aktion aus Reverser Transkription und anschließender Real-Time-PCR, durchgeführt. 
2.6.7.1 Reverse Transkription 
Der First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) oder der Transcriptor First Strand cDNA Synthesis 
Kit dienten zur reversen Transkription von Gesamt-RNA, die während der Aufreinigung einem DNase-Ver-
dau unterzogen worden war, in einzelsträngige cDNA; hierbei wurden die Herstellerangaben befolgt. Die 
entstandene cDNA wurde entweder direkt in die Real-Time-PCR eingesetzt oder bei -20° C gelagert. 
2.6.7.2 Real-Time-PCR am LightCycler® Instrument 
Am LightCycler® Gerät kann die Zunahme des PCR-Produkts „online“, d. h. während des Fortschreitens 
der Amplifikation, mitverfolgt werden. Dies ermöglicht eine sehr präzise Quantifizierung der Ausgangs-
menge an cDNA. 
Zur Bestimmung der Transkriptspiegel von Cholinkinase und MDM2 wurde das PCR-Produkt durch se-
quenzspezifische Hybridisierungssonden detektiert. Diese sind mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescein 
bzw. LC Red 640 oder 705 markiert und ihre Sequenzen sind so gewählt, dass die Farbstoffmoleküle bei 
der Anlagerung an den DNA-Einzelstrang in räumliche Nähe geraten. Fluorescein wird durch die Licht-
quelle des LightCycler® Instruments zur Aussendung grünen Fluoreszenzlichts angeregt, welches das be-
nachbarte LC Red-Molekül im Rahmen des sog. FRET-Prozesses (fluorescence resonance energy trans-
fer) zur Emission roten Fluoreszenzlichts anregt. Dieses wird durch die Optik des LightCycler® Instruments 
erfasst. Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgt jeweils am Ende des Annealing-Schritts, wenn Primer 
und Hybridisierungssonden an die DNA gebunden haben. Seine Intensität ist proportional zur vorhandenen 
Menge an PCR-Produkt. 
Für die Reaktion wurde der LightCycler® FastStart DNA Master Hybridization Probes Kit unter den folgen-
den Amplifikationsbedingungen verwendet: 
- 10 min Präinkubation bei 95° C 
- 40 PCR-Zyklen aus 10 sec bei 95° C, 10 sec bei 58° C, 5 sec bei 72° C 
Aufheiz- bzw. Abkühlrate jeweils 20° C /sec 
- Detektion des Fluoreszenzsignals im Kanal F2 (LC Red 640) bzw. F3 (LC Red 705) am Ende jedes 
58° C -Inkubationsschritts 
- Abkühlung auf 40° C 
 
Die Menge an Cholinkinase- bzw. MDM2-mRNA wurde jeweils in Relation zu einem sog. Housekeeping-
Gen, dessen Transkriptspiegel in der Zelle im Allgemeinen nicht variiert, bestimmt. Es wurde ein in verhält-
nismäßig niedriger Kopienzahl exprimiertes Housekeeping-Gen ausgewählt, da auch Cholinkinase und 
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MDM2 geringe Expressionslevel aufweisen und die Quantifizierung präziser durchgeführt werden kann, 
wenn Ziel- und Referenz-mRNA in etwa gleicher Ausgangsmenge vorliegen. Für dessen Selektion wurde 
das LightCycler® h-Housekeeping Gene Selection Set verwendet, das Primer und Hybridisierungssonden 
für fünf mögliche Kandidaten enthält. Das Housekeeping-Gen δ-Aminolävulinatsynthase (ALAS) erwies 
sich als geeignet und wurde in den nachfolgenden Experimenten mit Hilfe des LightCycler® h-ALAS House-
keeping Gene Sets detektiert. 
Bei der RT-PCR zur Bestimmung von Cholinkinase- und ALAS-cDNA-Menge wurde ein sog. Zweifarben-
Protokoll durchgeführt, bei dem Ziel- und Referenz-cDNA in derselben Glaskapillare amplifiziert wurden. 
Die Unterscheidung der Fluoreszenzsignale war dadurch möglich, dass die Hybridisierungssonden für 
Cholinkinase mit LC Red 705 markiert waren, welches Licht von 705 nm Wellenlänge aussendet, die 
Hybridisierungssonden für ALAS jedoch mit LC Red 640 (Emission bei 640 nm). Diese werden von zwei 
unterschiedlichen Fluoreszenzkanälen im LightCycler® Instrument detektiert. Um den sog. Cross talk, also 
die Überlappung der Fluoreszenzspektra der beiden Farbstoffe, auszugleichen, wurde eine Kompensa-
tionsdatei verwendet, die mit Hilfe des LightCycler® Color Compensation Sets generiert worden war. Der 
Vorteil dieses Zweifarben-Protokolls liegt in der Minimierung des Einflusses von Pipettierfehlern. Außerdem 
lässt sich so Enzym einsparen und es können mehr Proben pro PCR-Lauf analysiert werden. 
Für den Nachweis von MDM2 konnte kein Zweifarben-Protokoll verwendet werden, da sich hier die Amplifi-
kation von Ziel- und Referenz-cDNA gegenseitig störten. Sie wurden deshalb in getrennten Kapillaren ver-
vielfältigt und detektiert, und ihre Hybridisierungssonden waren entsprechend beide mit LC Red 640 mar-
kiert. 
 
Die Zusammensetzung der Reaktionsmischungen für die RT-PCR war wie folgt: 
Mix für die Amplifikation und Detektion von Cholinkinase (ChoK) und ALAS 
4,8 µl H2O 
3,2 µl MgCl2 (25 mM) 
1,0 µl forward Primer ChoK-F (10 µM) 
2,0 µl reverse Primer ChoK-R (10 µM) 
1,0 µl Hybridisierungssonde Green-ChoK (4 µM) 
2,0 µl Hybridisierungssonde Red-ChoK (4 µM) 
2,0 µl h-ALAS Detection Mix 
2,0 µl FastStart DNA Master Hybridization Probes (Enzymmix) 
2,0 µl cDNA 
 
Mix für die Amplifikation und Detektion von MDM2 
9,6 µl H2O 
2,4 µl MgCl2 (25 mM) 
1,0 µl forward Primer mdm2_S (10 µM) 
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1,0 µl reverse Primer mdm2_R (10 µM) 
1,0 µl Hybridisierungssonde mdm2_FL (4 µM) 
1,0 µl Hybridisierungssonde mdm2_LC (4 µM) 
2,0 µl FastStart DNA Master Hybridization Probes (Enzymmix) 
2,0 µl cDNA 
 
Mix für die Amplifikation und Detektion von ALAS 
11,6 µl H2O 
2,4 µl MgCl2 (25 mM) 
2,0 µl h-ALAS Detection Mix 
2,0 µl FastStart DNA Master Hybridization Probes (Enzymmix) 
2,0 µl cDNA 
 
Zur Normalisierung der Spiegel der Ziel-cDNA auf die Menge von ALAS-cDNA wurde die LightCycler® Re-
lative Quantification Software verwendet. 
2.6.8 Proteinanalytik 
2.6.8.1 Gewinnung von Zelllysaten für die Proteinanalytik 
Zur Gewinnung von Lysaten für die anschließende Proteinanalytik wurden die Zellen nach der jeweiligen 
Behandlung ein- bis zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, dann wurde ein kleines Volumen eiskalten 
Lysepuffers zugegeben (30–60 µl pro Well einer 6-Well-Platte). Im Fall von Proben, die für eine Analyse 
von Cholinkinase per Western Blot bzw. Enzymaktivitätsmessung bestimmt waren, wurde der als „Lysepuf-
fer Labor Lacal“ bezeichnete Puffer (s. 2.1.3.6) verwendet. Die übrigen Lysate wurden mit Hilfe des „NP40-
Lysepuffers“ hergestellt. 
Die Platten wurden 15–20 min auf Eis belassen, dann wurden das Lysat unter Verwendung eines Zellscha-
bers gesammelt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Nach 20 min Zentrifugation bei 14.000 rpm 
und 4° C wurde die flüssige Phase vom Pellet abgetrennt und bei -20° C gelagert. 
2.6.8.2 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration der Lysate wurde mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay Reagent Kits ermittelt. 
Die Quantifikation beruht auf der durch Proteine vermittelten Reduktion von Cu2+- zu Cu+-Ionen in alkali-
scher Umgebung. Cu+ bildet mit dem Reagenz Bicinchoninsäure (BCA) einen violett gefärbten Komplex, 
der photometrisch bei 562 nm detektiert werden kann. 
Als Referenz diente eine Verdünnungsreihe des im Kit enthaltenen BSA-Standards zu den Konzentratio-
nen 200, 120, 80, 40, 20, 10, 5 und 2,5 µg/ml. Für die Leerwerte wurde H2O verwendet. 
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Die Proben wurden in geeigneter Weise mit H2O verdünnt, meist im Verhältnis 1:150. Die Reaktion wurde 
gemäß Herstellerprotokoll in 96-Well-Mikrotiterplatten durchgeführt. Nach 60 min Inkubation bei 37° C wur-
de die Absorption im Spektrophotometer Spectrafluor Plus gemessen (Messwellenlänge 562 nm, Referenz-
wellenlänge 690 nm). 
Von den Messwerten der Proben und Proteinstandards wurde jeweils die Absorption der Leerwerte abge-
zogen. Es wurde eine Standardgerade erstellt und aus dieser die Konzentration der Proteinlysate errech-
net. 
2.6.8.3 Gelelektrophorese und Western Blot 
Die Detektion und Quantifizierung der untersuchten Proteine erfolgte durch SDS-Gelelektrophorese und 
nachfolgenden Western Blot. 
Für die Gelelektrophorese wurde das XCell-System von Invitrogen verwendet. Die Lysate wurden mit H2O 
auf identische Proteinkonzentrationen verdünnt, mit NuPAGE LDS Sample Buffer und Sample Reducing 
Agent gemischt und 10 min auf 70° C erhitzt. Sodann wurden sie auf NuPAGE-Gele (10 % oder 4–12 % 
Bis-Tris) aufgetragen. Als Größenreferenz wurden der High-Range Rainbow- und der MagicMark-Standard 
in den Randspuren des Gels aufgetragen (jeweils 5–10 µl). Die Gelelektrophorese wurde gemäß Herstel-
lerangaben in MOPS SDS-Laufpuffer durchgeführt. Die Spannung betrug 200 V, ein Gellauf dauerte ca. 
40 min. 
 
Zur Vorbereitung des anschließenden Western Blots wurde die PVDF-Membran ca. 30 sec in Methanol 
eingelegt und dann mind. 3 min lang in Transferpuffer äquilibriert. Bei Verwendung einer Nitrozellulose-
Membran wurde diese kurz mit H2O benetzt und mind. 10 min lang in Transferpuffer eingelegt. Die Blotting 
Pads wurden in Transferpuffer getränkt, ebenso die Filterpapiere. Pads, Filterpapiere, Gel und Membran 
wurden im XCell II Blot-Modul zu einem „Sandwich“ zusammengesetzt. Der Transfer erfolgte bei 30 V und 
max. 170 mA über eine Dauer von 2 h. 
Im Anschluss wurde die Membran mehrfach in NET-Puffer mit 0,25 % Gelatine gewaschen und im gleichen 
Puffer ca. 1 h unter Schütteln bei Raumtemperatur blockiert. Der Puffer aus 0,25 % Gelatine in NET diente 
auch zur Verdünnung der Antikörper. Die Membran wurde mit ca. 3 ml der Primärantikörperlösung in Folie 
eingeschweißt und über Nacht bei 4° C inkubiert. Anschließend wurde sie unter mehrfachem Pufferwechsel 
ca. 1 h lang gewaschen, danach mit der Sekundärantikörperlösung 45 min lang inkubiert und erneut gewa-
schen. Zur Detektion wurden die Luminol/Enhancer-Lösung und die Peroxid-Lösung aus dem Lumi-
LightPLUS Western Blotting Kit zu gleichen Teilen gemischt und 1–2 ml auf die Membran aufgeträufelt. Nach 
2–3 min Inkubation unter Lichtschutz wurde überschüssige Flüssigkeit entfernt und die Membran in Folie 
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Die Antikörper wurden in den folgenden Verdünnungen eingesetzt: 
β-Actin (AC-15) 1:5.000 
Cholinkinase polyklonal 1:5.000 
MDM2 (SMP14) 1:200 
p53 (DO-1) 1:500 
Phospho-p53 (Ser15) 1:1.000 
Anti-Mouse IgG-POD (Lumi-LightPLUS Kit) 1:400 
Anti-Rabbit IgG-POD (Lumi-LightPLUS Kit) 1:2.000 
Anti-Mouse Shp X Ms IgG-HRP (AQ328P) 1:10.000 
2.6.8.4 Messung der Enzymaktivität 
Die Analyse der Enzymaktivität von Cholinkinase in Lysaten siRNA-transfizierter Zellen und Kontrollzellen 
wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Juan Carlos Lacal am Instituto de Investigaciones Biomédicas in 
Madrid von Mónica Báñez-Coronel durchgeführt. Hierbei wurde die in [3] unter „Ex vivo assays of choline 
kinase activity“ beschriebene Methode verwendet. Die relative Enzymaktivität von Cholinkinase (AChoK) 
wurde als Quotient aus der Menge an Phosphorylcholin (PCho) und der Gesamtmenge an PCho und Cho-
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2.7 Analyse der Genexpressionsdaten 
2.7.1 Einführung 
Bei den GeneChip® Arrays der Firma Affymetrix handelt es sich um DNA-Oligonukleotidchips, die photoli-
thographisch hergestellt werden. Die auf der Chipoberfläche befindlichen Oligonukleotidsonden (Probes) 
sind 25 Basen lang und in quadratischen Feldern mit 18 µM Kantenlänge angeordnet, die als Features be-
zeichnet werden. Die Sequenz der Probes ist komplementär zu der für die Hybridisierung verwendeten 
markierten Antisense-cRNA, hat selbst also Sense-Orientierung. Neben jedem Feature mit exakt komple-
mentären 25meren, dem sog. Perfect Match, liegt ein Feature mit einem zentralen Basenaustausch in der 
Oligonukleotidsequenz. Dieser Mismatch dient als Kontrolle für unspezifische Kreuzhybridisierungen und 
bildet zusammen mit dem Perfect Match ein Probe Pair. Je 11 über den gesamten Chip verteilte Probe 
Pairs, die verschiedene Sequenzabschnitte der Ziel-cRNA abdecken, bilden ein Probe Set. Die Auswahl 
der Sequenzen basiert auf der Datenbank Unigene, welche geclusterte Gen- und mRNA-Sequenzen ent-
hält. Aus diesen leitet der Affymetrix-Algorithmus Probe Sets ab, die einerseits möglichst spezifisch für das 
jeweilige Transkript sind, andererseits möglichst nah am 3’-Ende liegen, damit auch bei vorzeitigem Ket-
tenabbruch während der reversen Transkription noch eine verlässliche Detektion möglich ist. 
Jedes Probe Set repräsentiert eine mRNA, wobei für zahlreiche Gene mehrere Probe Sets auf dem Chip 
vorhanden sind. Dafür sind mehrere Szenarien verantwortlich: Häufig existieren für ein Gen mehrere Uni-
gene-Subcluster mit geringen Abweichungen, z. B. alternativen PolyA-Enden, für die der Affymetrix-
Algorithmus jeweils ein Probe Set generiert hat. Teilweise liegen auch Spleißvarianten zugrunde, wobei es 
eher selten vorkommt, dass verschiedene Probe Sets für jeweils eine Spleißvariante eines Gens spezifisch 
sind. Stattdessen erfasst häufig ein Probe Set eine spezifische Spleißvariante und die übrigen detektieren 
alle oder mehrere mögliche Isoformen. Mitunter sind Probe Sets vorhanden, die mehrere Mitglieder einer 
Genfamilie mit ausgeprägter Sequenzhomologie detektieren; in solchen Fällen existieren häufig noch ein 
oder mehrere weitere Probe Sets, die für ein Gen dieser Familie spezifisch sind. 
Der in allen beschriebenen Genexpressionsexperimenten verwendete Chiptyp HG-U133A (Human 
Genome U133A) basiert auf der Unigene-Ausgabe 133 und enthält mehr als 22.000 Probe Sets, die ca. 
13.000 gut annotierte Gene repräsentieren. 
 
Die Detektion der während der Hybridisierung gebundenen biotinmarkierten cRNA beruht auf der Biotin-
Streptavidin-Interaktion. Man verwendet ein Konjugat von Streptavidin mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
R-Phycoerythrin, welcher im Scanner durch Laserlicht angeregt wird und Fluoreszenzstrahlung emittiert. 
Die aufgezeichneten Signale dienen als Grundlage für die anschließende Quantifizierung jedes Probe Sets 
und für die Beurteilung, ob ein Transkript verlässlich detektiert wurde. In die Berechnung wird die Intensität 
der Fluoreszenzsignale aller Probes (Perfect Match und Mismatch) eines Probe Sets einbezogen, ebenso 
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Signalrauschen und Hintergrund. Details der Berechnungsmethode sind der Dokumentation der Affymetrix-
Software zu entnehmen. 
2.7.2 Beurteilung der Chipqualität 
Die Qualität eines Chips wurde anhand mehrerer Parameter beurteilt, die über den Erfolg der Hybridisie-
rung, das Signal-Rausch-Verhältnis und fabrikations- oder bedienungsabhängige Artefakte Auskunft geben. 
Die hierzu innerhalb der Affymetrix-Software zur Verfügung stehenden Parameter sind im Einzelnen: 
- Noise (Rauschen): Sollwert ≤ 10 
- Background Avg (Hintergrund, gemittelt): Sollwert ≤ 200 
- Number Present (Prozentsatz der verlässlich detektierten Probe Sets): Sollwert ≥ 30 % 
Diese Parameter waren stets erfüllt. 
 
Zusätzlich wurde jedes nach dem Scannen erzeugte Bild der fluoreszenzmarkierten Chipoberfläche visuell 
auf Flecken und Kratzer hin inspiziert. Hatten diese eine inakzeptable Größe (mehr als ca. 20 Features be-
troffen), wurde der Chip nicht in die nachfolgende Analyse aufgenommen. Außerdem wurde visuell über-
prüft, ob das von der Affymetrix-Software erzeugte Gitter, auf dem die Zuordnung der Features zu den 
Probe Sets beruht, korrekt gelegt war. Wenn dies nicht der Fall war, wurde seine Lage berichtigt. 
2.7.3 Beurteilung der RNA-Qualität 
Auf den Affymetrix GeneChip® Arrays sind Probe Sets enthalten, die eine Beurteilung der RNA-Qualität 
hinsichtlich des Anteils an langen cRNA-Spezies ermöglicht, die bis in den 5’-Bereich der zugehörigen 
mRNA reichen. War die Ausgangs-RNA bereits teilweise verdaut und lag in Fragmenten vor, entstehen bei 
der Reversen Transkription, die ja vom 3’-PolyA-Ende ausgeht, nur kurze cDNA-Stränge, die in die ent-
sprechenden kurzen cRNAs transkribiert werden. Liegen die Oligonukleotidsequenzen eines bestimmten 
Probe Sets relativ weit vom 3’-Ende der mRNA entfernt, ist es wahrscheinlich, dass das entsprechende 
Transkript nicht mehr detektiert bzw. korrekt quantifiziert werden kann, sofern die Ausgangs-RNA degra-
diert war. 
Als Kontrolle für dieses Phänomen dienen zwei Housekeeping-Gene (GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phos-
phatdehydrogenase) und β-Actin), für die auf den Chips sowohl Probe Sets im 3’- als auch im 5’-Bereich 
der mRNA vorhanden sind. Die gemessenen Signalhöhen von 3’- und 5’-Probe Set werden zueinander ins 
Verhältnis gesetzt und in Form der sog. 3’/5’-Ratio angegeben. 
Im Idealfall liegt der Wert der 3’/5’-Ratio bei 1, d. h. der 5’-Bereich der mRNA ist ebenso stark repräsentiert 
wie der 3’-Bereich. Werte unterhalb von 2 sind als hervorragend, unterhalb von 5 als akzeptabel einzustu-
fen. 
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Wie bereits erwähnt, kann der Test3-Chip verwendet werden, um die RNA-Qualität einzuschätzen, bevor 
die Probe auf den größeren und kostspieligeren HG-U133A-Chip aufgetragen wird. Bei den anfänglichen 
Versuchen wurden die Proben vorab auf Test3-Chips hybridisiert, aufgrund der gleichbleibend hohen RNA-
Qualität wurde in den folgenden Experimenten auf ihren Einsatz verzichtet. 
Sämtliche dieser Dissertation zugrunde liegende Chips erreichten 3’/5’-Ratios unterhalb von 5, die meisten 
von ihnen Werte unter 2. 
2.7.4 Datenauswertung mittels RACE-A 
2.7.4.1 Übersicht 
Das nach dem Scannen der Chips erhaltene Affymetrix-Dateiformat (.chp) wird in die Roche-interne Soft-
ware RACE A geladen und kann auf vielfältige Art und Weise weiter analysiert werden. 
Die wesentlichen Schritte der Datenauswertung, die mittels RACE A durchgeführt wurden, waren folgende: 
- Normalisierung der Signalintensitäten innerhalb jedes Chips: Hierbei wurde stets auf den Median 
aller Signale eines Chips normalisiert. 
- Zusammenfassung von biologischen Replikaten in sog. Conditions 
- Vergleich der Conditions mit derjenigen Condition, die die zugehörigen Kontrollchips (generiert aus 
unbehandelten bzw. mock- oder mit Negativkontroll-siRNA transfizierten Proben) enthält (Baseline) 
- Filtern der Daten, um verlässlich detektierte und gleichzeitig zwischen Behandlung und Kontrolle 
signifikant veränderte Signale zu identifizieren 
2.7.4.2 Wichtige Parameter der RACE-A-Analyse 
- Signal: normalisierte Signalhöhe eines Probe Sets 
- Signal-Mittelwert: Mittelwert der Signale eines Probe Sets auf verschiedenen Chips einer Condition 
- Call: Maß für die Detektierbarkeit eines Probe Sets 
- Call ≥ 0,5: wird als present Call bezeichnet und besagt, dass das dem Probe Set zugehörige 
Transkript verlässlich detektiert wurde 
0,35 ≤ Call < 0,5: wird als marginal Call bezeichnet 
Call < 0,35: wird als absent Call bezeichnet 
Sowohl marginal als auch absent Call bedeuten, dass das dem Probe Set zugehörige Transkript 
nicht verlässlich detektiert wurde. Sie können für die Auswertung zusammengefasst werden. 
- Change factor: gibt an, um welchen Faktor sich das Signal eines Chips bzw. der Signal-Mittelwert 
einer Condition gegenüber der Kontrolle (Baseline) geändert hat. 
Der Change factor wird folgendermaßen berechnet (die Angabe erfolgt für Conditions, ist jedoch 
auf Einzelchips übertragbar): 
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Die Subtraktion oder Addition von 1 dient der Erzeugung eines kontinuierlichen Übergangs der Zah-
lenwerte des Change factors von den reprimierten zu den induzierten Signalen. Ohne diese Korrek-
tur bestünde ein Sprung zwischen den Zahlenwerten -1 und +1, dazwischenliegende Werte wären 
bedeutungslos. Durch die mathematische Korrektur wird diese Lücke geschlossen. 
 
Beispiele zur Bedeutung des Change factors: 
+2 – Signal liegt beim Dreifachen des Kontrollwerts 
+1 – Signal liegt beim Doppelten des Kontrollwerts 
 0  – Signal entspricht exakt dem Kontrollwert 
-1 – Signal liegt bei der Hälfte des Kontrollwerts 
-2 – Signal liegt beim Drittel des Kontrollwerts 
2.7.4.3 Standardfilterkriterien 
Das Ziel der Auswertung ist es, einerseits möglichst alle nach einer bestimmten Behandlung differenziell 
exprimierten Gene zu erfassen, also die Zahl der falsch-negativen Ergebnisse auf ein Minimum zu reduzie-
ren, andererseits aber auch falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, indem nur verlässlich detektierte 
Signale und robuste Änderungen einbezogen werden. Zu diesem Zweck wurden die Datensätze in einem 
mehrstufigen Prozess gefiltert, der im Folgenden kurz umrissen werden soll: 
 
- Filtern auf ausreichende Signalintensität und verlässliche Detektion: 
Aus Erfahrungswerten, die aus einer Vielzahl von Chipexperimenten stammen, ließ sich ableiten, 
dass Signale mit einem Intensitätswert < 50 häufig nicht mehr verlässlich detektiert werden. Diese 
Signale wurden aus der Analyse ausgeschlossen. 
Außerdem steht mit dem Call ein weiterer Parameter zur Verfügung, der angibt, mit welcher Wahr-
scheinlichkeit das detektierte Signal tatsächlich auf der sequenzspezifischen Hybridisierung des ge-
wünschten Transkripts beruht. Nur Signale mit einem present Call wurden in die Auswertung auf-
genommen4. 
- Filtern auf Homogenität der Replikate: 
In jedem Versuch wurden biologische Replikate aller Behandlungen angesetzt, entweder Duplikate 
oder Triplikate. Vergleicht man nur die Mittelwerte der Signale dieser Replikate, indem man sie in 
                                                 
4
 Dieses Kriterium bedeutet nicht notwendigerweise, dass ein Transkript sowohl auf den Chips der Kontrollproben als auch der behandelten Proben 
present sein muss. Im Fall einer Induktion ist es ausreichend, wenn die behandelten Proben einen present Call liefern, im Fall einer Repression 
muss das Transkript auf den Kontrollchips present sein. 
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Conditions zusammenfasst, läuft man Gefahr, Artefakte zu erfassen, die vermeintlich differenziell 
exprimiert sind, in Wirklichkeit aber aus großen Streuungen zwischen den Replikaten bzw. Ausrei-
ßern resultieren. Deshalb wurde zunächst jeder Chips einzeln mit jedem einzelnen Kontrollchip 
verglichen. Neben den oben beschriebenen Kriterien für Signal und Call wurde hierbei gefordert, 
dass in jedem dieser Einzelvergleiche eine Veränderung der Signalhöhe um mind. 50 % (entspre-
chend einem Change factor von ≥ 0,5 bzw. ≤ -0,5) vorlag, also der Transkriptlevel auf das 1,5fache 
angestiegen oder auf das 0,67fache reduziert war. 
- Filtern auf ausreichende Veränderung der Signalintensität: 
Ebenfalls aus Erfahrungswerten konnte abgeleitet werden, dass eine Änderung der Signalhöhe um 
den Change factor +/- 0,5 für die Einzelvergleiche zwar ein sinnvoller Schwellenwert ist, für den 
Vergleich der gemittelten Replikate in Form von Conditions jedoch strengere Kriterien zugrunde ge-
legt werden sollten, um ausreichend robuste und reproduzierbare Daten zu generieren. Als geeig-
net erwies sich hierfür ein Change factor von +/- 0,75. Dieser entspricht einer Erhöhung des 
Transkriptlevels auf das 1,75fache bzw. einer Erniedrigung auf das 0,57fache im Vergleich zur Kon-
trolle. 
 
Wenn im Ergebnisteil von „Standardfilterkriterien“ die Rede ist, so wurde obiger Filterprozess angewendet. 
Beim Vergleich unterschiedlicher Behandlungen, beispielsweise verschiedener Zytostatika oder siRNAs 
gegen dasselbe Target, wurden aus den nach obigem Filterschema erhaltenen Genen Schnittmengen ge-
bildet. 
2.7.4.4 Filterkriterien für substanzspezifische Effekte 
Darüber hinaus wurde bei der Analyse der Zytostatikadaten gezielt nach solchen Genen gesucht, die nur 
durch eine bestimmte Substanz deutlich dereguliert wurden, von den übrigen aber weitgehend unbeein-
flusst blieben. Zu diesem Zweck wurden folgende Filterkriterien angelegt: 
 
- signifikante Veränderung durch die jeweils untersuchte Substanz: 
gemäß den bereits dargestellten Kriterien, d. h. Signal ≥ 50, present Call, homogene Replikate, 
Change factor ≥ 0,75 bzw. ≤ -0,75 
- keine nennenswerte Veränderung durch die anderen Substanzen: 
Im Fall einer Induktion durch die untersuchte Substanz wurde bei den anderen Substanzen gefor-
dert, dass sie einen Change factor < 0,5 haben und/oder absent sein müssen. Im Fall einer Repres-
sion durch die untersuchte Substanz müssen die anderen einen Change factor > -0,5 aufweisen. 
 
Gene, die die Filterkriterien in puncto Signalhöhe und/oder Change factor nicht erfüllten, fielen zwar aus 
der Basisanalyse heraus, wurden aber, sofern sie in einen biologischen Kontext mit anderen deregulierten 
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Genen eingeordnet werden konnten, daraufhin untersucht, ob sie eine Tendenz in die vermutete Richtung 
(Induktion bzw. Repression) zeigten. 
2.7.5 Hierarchisches Clustern und Darstellung in Heat Maps 
Die Affymetrix-Daten wurden innerhalb der Software Spotfire mit Hilfe eines hierarchischen Clusteralgo-
rithmus analysiert, welcher auf dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson basiert. Dadurch können ggf. 
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Genen, d. h. ähnliche Expressionsmuster über verschiedene Pro-
ben hinweg, identifiziert werden5. Die Ergebnisse des Clustervorgangs können in Form eines sog. Heat 
Maps dargestellt werden, in dem farblich gekennzeichnet ist, ob ein Signal im Vergleich zum Durchschnitt 




Abb. 2-2: Beispiel eines Heat Maps als Resultat des hierarchi-
schen Clusterns in Spotfire. 
Jede Affymetrix Probe Set ID wird durch eine Zeile in der Heat Map 
repräsentiert, jeder Chip durch eine Spalte. Die Chips sind in diesem 
Beispiel mit A, B, C etc. bezeichnet. Die Farbgebung spiegelt die rela-
tive Expressionshöhe wieder, mit steigender Signalhöhe wechselt die 
Farbe von grün über schwarz bis nach rot. Die Skalierung wird auto-
matisch so gewählt, dass bei jedem Probe Set die volle Farbpalette 
ausgenutzt wird. Auf der linken Seite befindet sich das zugehörige 
Dendrogramm, das die Ähnlichkeit der Probe Sets in ihrem Expres-
sionsmuster über die verschiedenen Chips hinweg in Form von Ver-
wandtschaftsbeziehungen wiedergibt. 
 
2.7.6 Funktionelle Analyse der deregulierten Gene 
Um Informationen über die biologischen Funktionen der differenziell exprimierten Gene zu erhalten, wur-
den intensive Recherchen in den folgenden Datenbanken des National Centers for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) der National Library of Medicine (NLM) durchgeführt: 
- Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene) 
- OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/) 
- Entrez PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed), 
von dort aus Zugriff auf die Primärliteratur 
 
                                                 
5
 Der Clusteralgorithmus wurde nur auf die Probe Sets angewendet und nicht auf die Chips, weshalb deren Ähnlichkeit nicht in Form eines 
Dendrogramms dargestellt ist. 
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Zudem wurden die aus den Affymetrix-Analysen erhaltenen Datensätze mittels der Software Ingenuity 
Pathway Analysis (IPA) ausgewertet, die basierend auf einer Datenbank – der Ingenuity Pathways Know-
ledge Base – biologische Zusammenhänge zwischen den eingegebenen Genen herstellt und diese in 
Form von Netzwerken visualisiert. Die Datenbank geht teils auf manuelle Eingabe, teils auf automatisierte 
Extraktion von Informationen aus wissenschaftlichen Publikationen zahlreicher Journale zurück. 
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3 Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 
3.1 Das p53-MDM2-Netzwerk 
Vor der Darstellung der im Rahmen dieser Doktorarbeit erzielten Ergebnisse wird eine kurze Einführung 
zum Tumorsuppressor p536, seinen Effektoren und seinem funktionellen Gegenspieler MDM2 gegeben. 
Dies soll dem besseren Verständnis der Effekte dienen, die sich nach Behandlung der Zellen mit Zytosta-
tika, spezifischen Inhibitoren und siRNAs beobachten lassen, da das p53-MDM2-Netzwerk für diese Reak-
tionen von großer Bedeutung ist. 
3.1.1 p53 als Transkriptionsfaktor und proapoptotischer Effektor 
Dem Tumorsuppressor p53 kommt sowohl beim Selbstschutz normaler Zellen gegen DNA-Schädigung 
und gegen maligne Transformation als auch in der zellulären Antwort auf antitumorale Therapien eine ent-
scheidende Rolle zu. 
p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der nach Tetramerisierung und Aktivierung eine Vielzahl von Genen durch 
direkte Bindung an ein p53-Response-Element (Abb. 3-1) transaktiviert, jedoch auch reprimierende Wir-
kung auf die Expression diverser Zielgene ausüben kann. Für letzteres werden verschiedene Mechanis-
men diskutiert, wozu die Verdrängung anderer, aktivierender Transkriptionsfaktoren von ihren Bindungs-
stellen in den entsprechenden Promotoren, die hemmende Interaktion mit Komponenten der Transkrip-
tionsmaschinerie und die Kooperation mit transkriptionellen Repressoren wie SIN3A gehören [1, 2]. 
 
5’-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy...(0-13 bp)...PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy -3’ 
Abb. 3-1: Die Consensussequenz der Bindungsstellen von p53 in Promotoren und Introns seiner Zielgene. 
Die beiden Wiederholungen des 10 bp langen Abschnitts können durch einen Abstandshalter mit einer Länge von bis zu 13 bp getrennt sein. Ab-
kürzungen: Pu = Purin, Py = Pyrimidin, bp = Basenpaar. [3] 
 
Erst vor kurzem wurde entdeckt, dass p53 neben seiner Rolle als Transkriptionsfaktor auch eine unmittel-
bare proapoptotische Funktion erfüllt. Es kann zu den Mitochondrien wandern und dort über eine Interak-
tion mit den antiapoptotischen BCL2-Familienmitgliedern BCL-xL und BCL2 die Permeabilität der äußeren 
Mitochondrienmembran erhöhen und die Freisetzung von Cytochrom c auslösen [4, 5]. 
                                                 
6
 Für die Bezeichnung von Genen und Proteinen werden i. A. die offiziellen Symbole gemäß der Nomenklatur der HUGO (Human Genome Organi-
zation) verwendet, Stand 03/2005. Wenn jedoch eine andere Bezeichnung wesentlich gebräuchlicher ist und das offizielle Symbol eher verwirrend 
wäre, wird die gängige Bezeichnung verwendet, z. B. p53 anstelle von TP53 oder p21 anstelle von CDKN1A. Zudem werden teilweise griechische 
Buchstaben in den Gensymbolen verwendet, auch wenn diese im offiziellen Symbol durch lateinische Buchstaben ersetzt sind, z. B. TNFα anstelle 
von TNFA. 
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3.1.2 Mutationen von p53 in humanen Tumoren 
Mindestens 50 % aller humanen Tumoren besitzen kein Wildtyp-p53-Protein mehr [2]. Somit ist p53 das 
am häufigsten in Tumoren inaktivierte Protein [6]. Der Verlust von funktionsfähigem p53-Protein beruht in 
der Mehrzahl der Fälle auf einem sog. Loss of heterozygosity des p53 kodierenden TP53-Gens, d. h. ein 
Allel ist durch Deletion des betreffenden chromosomalen Abschnitts oder des ganzen Chromosomenarms 
(17p) verloren gegangen und das zweite Allel wurde durch eine inaktivierende Mutation, in der Regel einer 
einzelnen Base, verändert. In ca. 95 % der Fälle betrifft eine solche Punktmutation die DNA-bindende zen-
trale Region von p53 und führt dort zu einem Aminosäure-Austausch, wodurch die transaktivierenden und 
vermutlich auch die transreprimierenden Eigenschaften beeinträchtigt oder zerstört werden [2]. Eine Über-








Abb. 3-2: Das p53-Protein und seine funktionellen 
Domänen. 
Die Prozentsätze geben die Häufigkeit der Mutatio-
nen in den jeweiligen Regionen an. Etwa 28 % aller 
Mutationen betreffen die sechs explizit eingezeichne-
ten Aminosäurereste. [2] 
 
Meist wird infolge einer Mutation ein nicht-funktionelles p53-Protein mit erhöhter Stabilität gebildet. Diese 
Steigerung der Stabilität rührt daher, dass das mutante p53 nicht mehr in der Lage ist, die Expression sei-
nes natürlichen Gegenspielers MDM2 zu induzieren (s. 3.1.4). Seltener geht das p53-Protein komplett ver-
loren oder aber es entstehen dominant-negative p53-Formen, die ein gegebenenfalls noch vorhandenes 
Wildtyp-p53-Protein oder die anderen p53-Familienmitglieder p63 und p73 durch Oligomerisierung inakti-
vieren. Darüber hinaus wurden sog. Gain-of-function-Mutationen von p53 beschrieben, aufgrund derer die 
Zelle einen spezifischen Wachstumsvorteil erhält [7, 8]. Dies könnte u. a. darauf beruhen, dass das mu-
tante p53-Protein nur noch einen Teil seiner nativen Targets transkriptionell regulieren kann, dass es völlig 
neue Targets transaktiviert oder die Fähigkeit erlangt, mit p63 und p73 zu interagieren und deren Funktio-
nen zu hemmen. Aufgrund derartiger Mechanismen können Gain-of-function-Mutanten von p53 aktiv zur 
Tumorigenese beitragen [2, 7]. 
In den Tumorzellen, die Wildtyp-p53-Protein exprimieren, lassen sich häufig andere Mechanismen nach-
weisen, mit denen die antitumorigene Wirkung von p53 abgeschwächt oder ausgeschalten wird. Diese 
können sowohl upstream (z. B. inadäquate Aktivierung von p53) als auch downstream (z. B. Defizienz in 
der Caspasekaskade, die zur Exekution der Apoptose führt) von p53 liegen [7]. 
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3.1.3 Biologische Wirkungen von p53 und seinen Zielproteinen 
Die biologischen Funktionen der transkriptionellen Targets von p53 sind heterogen, lassen sich aber häufig 
in Einklang mit Schutzmechanismen bringen, die unter Stressbedingungen wie z. B. Serumentzug, Aktivie-
rung von Onkogenen und DNA-Schädigung in Gang gesetzt werden. p53 kann unterschiedliche Reaktio-




Abb. 3-3: Die p53-vermittelte Stressreaktion. 
Durch zelluläre Stressoren wie DNA-Schäden, aktivierte Onkogene, Hypoxie, Ribonukleotidmangel oder Telomerverkürzung wird p53 aktiviert, 
transloziert in den Nukleus und vermittelt dort die Expression bzw. Repression seiner transkriptionellen Targets. Dies kann verschiedene Reaktio-
nen auslösen: Apoptose, Zellzyklusarrest in der G1- oder G2-Phase, DNA-Reparatur, Differenzierung oder Seneszenz. [9] 
 
Als zentraler Vermittler des p53-abhängigen Zellzyklusarrests am Übergang von der G1- in die S-Phase 
gilt das p21-Protein. Es inhibiert die Komplexe aus verschiedenen Cyclinen und der cyclinabhängigen Ki-
nase CDK2 und verhindert dadurch die inaktivierende Phosphorylierung von RB, dem Retinoblastom-Pro-
tein, und die Progression in die S-Phase [10, 11]. Darüber hinaus ist p21 an der Regulation des G2-Check-
points beteiligt [12] und wird auch für die Induktion eines seneszenzartigen Phänotyps mitverantwortlich 
gemacht [13, 14]. Das 14-3-3σ-Protein, auch bekannt als Stratifin, ist ein weiteres p53-induzierbares Tar-
get und ist Bestandteil der G2-Checkpoint-Maschinerie. Die Erhöhung der Expression von 14-3-3σ vermit-
telt einen G2-Arrest [11]. GADD45A spielt eine Rolle in der DNA-Reparatur und beim Zellzyklusarrest am 
G2/M-Übergang [15]. 
Wichtige p53-induzierbare Targets, die an der Induktion und Exekution der Apoptose beteiligt sind, sind 
NOXA, PUMA, BAX, die sog. Todesrezeptoren (death receptors) DR5 und FAS und viele andere mehr [7]. 
Auch die reprimierenden Wirkungen von p53 auf die Transkription des proliferationsfördernden Transkrip-
tionsfaktors MYC und des Apoptosehemmers Survivin tragen zum Wachstumsarrest oder zum Zelltod bei 
[7, 16]. 
 
Welches der alternativen Programme durch p53 ausgelöst wird, scheint von der Art und dem Ausmaß der 
Schädigung der Zelle und möglicherweise auch von externen Stimuli, die von benachbarten Zellen oder 
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Immuneffektorzellen ausgehen, abzuhängen. Lässt sich beispielsweise nach einem durch p53 vermittelten 
Zellzyklusarrest eine Schädigung der DNA nicht durch DNA-Reparaturmechanismen beheben, wird die 
Zelle mit hoher Wahrscheinlichkeit durch p53-abhängige Apoptose eliminiert. 
Man geht davon aus, dass posttranslationale Modifikationen von p53, insbesondere Phosphorylierung an 
verschiedenen Serinresten, aber auch Acetylierung, Dephosphorylierung, Glykosylierung etc., wesentlich 
mitbestimmen, welche Stressantwort durch das Tumorsuppressorprotein hervorgerufen wird. Diese Modifi-
kationen werden z. B. durch die Checkpointkinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated), CHK1 und CHK2 
katalysiert [7]. Ein anderes Modell besagt, dass sich in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Sätze von 
p53-Targets in aktiven Chromatinregionen befinden. Außerdem wird vermutet, dass das Vorhandensein 
transkriptioneller Kofaktoren großen Einfluss darauf hat, welche Untermengen seiner potenziellen Targets 
p53 zu regulieren vermag [17]. 
3.1.4 Regulation der p53-Aktivität 
Normalerweise liegt das p53-Protein in der Zelle in niedriger Konzentration vor. Nach Stressexposition 
kommt es zu einem vorübergehenden Anstieg der Menge an p53-Protein, während die mRNA-Spiegel 
gleich bleiben. Die Zunahme der Proteinkonzentration erklärt sich aus einer Verlängerung der Halbwerts-
zeit von p53, die unter Normalbedingungen bei etwa 10–20 min liegt. Vermittelt wird die erhöhte Stabilität 
im Wesentlichen durch die bereits angesprochenen Modifikationen. Diese stören die Interaktion von p53 
mit antagonistisch wirkenden Proteinen, welche sonst seine Funktion beeinträchtigen und seinen Abbau 
fördern. Der zentrale Gegenspieler von p53 ist das MDM2-Protein (s. 3.1.6 ff.). 
Die posttranslationalen Modifikationen können zusätzlich aber auch direkt die Aktivität von p53 als 
Transkriptionsfaktor fördern, indem sie z. B. seine DNA-bindenden Eigenschaften verstärken. 
Daneben werden weitere Mechanismen für die Aktivierung von p53 diskutiert, z. B. Interaktion mit anderen 
Proteinen wie der Acetyltransferase p300/CBP (CREB-binding protein) und Bindung an einzelsträngige 
DNA [2, 7]. 
Die Vorteile dieser Regulation auf posttranslationaler Ebene gegenüber einem transkriptionellen Prozess 
liegen in der hohen Geschwindigkeit und Flexibilität, mit der auf schädigende Einflüsse reagiert werden 
kann, und in der Möglichkeit, die Aktivierung von p53 auch sehr schnell wieder rückgängig machen zu kön-
nen [11]. Zudem kann die Funktion von p53 auch über die Kontrolle seiner subzellulären Lokalisation be-
einflusst werden [2]. 
Vermutlich kennt man erst einen Teil der p53-modifizierenden und -aktivierenden Effektoren. Es existieren 
widerstreitende Befunde, welche von ihnen unter welchen (Stress-)Bedingungen in vivo tatsächlich wich-
tige Rollen spielen [11]. Ausführliche Diskussionen dieses Themengebiets finden sich u. a. in [2, 7, 11]. 
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3.1.5 p53 und Zytostatika 
In zahlreichen Publikationen wird beschrieben, dass chemotherapeutische Wirkstoffe – ebenso wie ionisie-
rende Strahlung – die Induktion und Aktivierung von Wildtyp-p53-Protein herbeiführen. Dies gilt für direkt 
DNA-schädigende Agenzien wie beispielsweise Alkylanzien (z. B. Cisplatin), indirekt DNA-schädigende 
Wirkstoffe wie Topoisomerasehemmer (z. B. Adriamycin, Camptothecin) und auch für Mikrotubuli-
Inhibitoren (z. B. Taxol, Vincaalkaloide). Je nach Zelltyp, Ausmaß der Schädigung und weiteren Faktoren 
können diese Substanzen zum p53-abhängigen Zellzyklusarrest oder zur Apoptose führen. 
Allerdings sind Zytostatika in der Lage, auch in Tumorzellen mit mutantem p53-Protein das Wachstum zu 
hemmen oder Apoptose einzuleiten. Die Zelle verfügt also offenbar über weitere Signalwege, mit denen sie 
Proliferation und Zelltod nach genotoxischem Stress modulieren kann, sodass ein funktionelles p53-Sys-
tems keine absolute Notwendigkeit für die Wirksamkeit von Tumortherapeutika darstellt [18]. 
3.1.6 Autoregulatorische Feedbackschleife zwischen p53 und MDM2 
Das MDM2-Protein ist der physiologische Gegenspieler von p53 und hemmt die Aktivität von p53 durch 
verschiedene Mechanismen. Diese sind in Abb. 3-4 dargestellt. 
 
Abb. 3-4: Autoregulatorische Feedbackschleife zwischen p53 und MDM2. [9] 
 
MDM2 bindet an die Transaktivierungsdomäne von p53 und verhindert dadurch die transkriptionelle Induk-
tion der p53-Zielgene. Darüber hinaus vermittelt MDM2 nach Bindung an p53 dessen Export aus dem Zell-
kern, sodass p53 nicht mehr mit der genomischen DNA interagieren und die Expression seiner Targets 
modulieren kann. Außerdem besitzt MDM2 E3-Ligase-Enzymaktivität und katalysiert die Ubiquitinierung 
von p53, was dessen Abbau durch das Proteasom herbeiführt. Diese Vorgänge bewirken, dass die p53-
Konzentration unter Normalbedingungen stets auf niedrigem Niveau gehalten wird. 
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Diverse Prozesse können nach Stressexposition die Interaktion von p53 mit MDM2 unterbinden und so 
den p53-Spiegel erhöhen: Durch Phosphorylierung verschiedener Aminosäurereste von p53, insbesondere 
von Ser15, Thr18 und/oder Ser20 wird die Bindung der beiden Proteine aneinander beeinträchtigt. Zur Be-
deutung dieser Modifikationen gibt es allerdings widersprüchliche Befunde, vgl. [19]. Das Tumorsuppres-
sorprotein ARF bindet an MDM2 und hemmt dessen Funktion als E3-Ubiquitin-Ligase. Die Expression von 
ARF wird durch Aktivierung von Onkogenen wie z. B. MYC oder Proteinen der RAS-Familie induziert. ARF 
ist in vielen Tumoren durch Mutation, Deletion oder Methylierung inaktiviert. Somit ist es möglich, dass eine 
Zelle trotz Wildtyp-p53-Allel(en) einer malignen Transformation unterliegen kann [9]. 
Die Regulationsmechanismen zwischen MDM2 und p53 sind jedoch nicht einseitig, sondern bilden eine 
negative Feedbackschleife. Zu den durch p53 transaktivierten Targets zählt nämlich auch MDM2 selbst, 
sodass p53 seine eigene Inaktivierung fördert. Diese Autoregulation verhindert eine unnötig lange und für 
die Zelle potenziell „gefährliche“ Aktivität von p53. Darüber hinaus induziert p53 die Expression von Protei-
nen, die den Phosphorylierungszustand von MDM2 regulieren. Dazu zählen u. a. WISP1 und PTEN, die 
aktivierenden bzw. inhibierenden Einfluss auf die Kinase AKT ausüben, welche ihrerseits das MDM2-Pro-
tein durch Phosphorylierung aktivieren kann [2]. 
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass MDM2-Knock-out-Mäuse bereits in einem frühen Embryo-
nalstadium sterben, bei zusätzlicher Deletion des p53-Gens aber lebensfähig sind und sich annähernd 
normal entwickeln [9]. Dies unterstreicht die Wichtigkeit des funktionellen Zusammenhangs zwischen p53 
und MDM2. Dennoch ist die Bedeutung von MDM2 für die Zelle nicht allein auf seine p53-bezogenen Akti-
vitäten beschränkt, siehe dazu 3.1.9. 
3.1.7 MDM2 – Struktur und enzymatische Eigenschaften 
 
 
Abb. 3-5: Schematische Darstellung des MDM2-Gens und -Proteins. 
Im oberen Teil der Abbildung sind die Exons des MDM2-Gens gezeigt. Seine Expression wird von zwei Promotoren aus gesteuert. P1 reguliert die 
konstitutive Transkription und führt zur Bildung des Volle-Länge-Proteins (p90). P2 ist ein p53-induzierbarer Promoter, aus der entsprechenden 
mRNA entsteht ein verkürztes Protein (p76). 
Die Struktur der beiden häufigsten Spleißvarianten MDM2-A und MDM2-B ist angedeutet, ihnen fehlen die Exons 4–9 bzw. 4–11. 
Im unteren Teil ist die Abfolge der Domänen des MDM2-Proteins gezeigt. 
Abkürzungen: NLS = nukleäres Lokalisationssignal, NES = nukleäres Exportsignal, NoLS = nukleoläres Lokalisationssignal. [20] 
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Das MDM2-Protein wurde ursprünglich als ein aufgrund von Amplifikation stark überexprimiertes Protein in 
der spontan transformierten murinen Zelllinie 3T3-DM identifiziert. In manchen humanen Tumoren findet 
man eine Überexpression dieses Proteins infolge von Amplifikationen des MDM2-Gens oder deregulierter 
Transkription oder Translation. Eine Beteiligung von MDM2 an der malignen Transformation lässt sich be-
legen, weshalb es als Onkogen eingestuft wird. Besonders häufig tritt die Überexpression von MDM2 in 
Weichteil- und Osteosarkomen auf, sie wurde aber auch in soliden und hämatologischen Tumoren gefun-
den. In der Regel besitzen diese Tumoren ein Wildtyp-p53-Protein, das aber aufgrund der hohen Konzen-
tration von MDM2 nicht oder nur unzureichend aktiviert werden kann [20, 21]. Die Struktur des MDM2-
Gens und -Proteins ist in Abb. 3-5 gezeigt. 
Von MDM2 sind zahlreiche Isoformen beschrieben, die sowohl durch alternatives Spleißen als auch durch 
aberrante Prozessierung des MDM2-Transkripts gebildet werden können. Nicht alle dadurch entstehenden 
mRNAs werden in Protein übersetzt und über die Funktionen der tatsächlich exprimierten MDM2-
Proteinvarianten kann bisher nur spekuliert werden. Detaillierte Ausführungen hierzu finden sich in [22]. 
MDM2 besitzt E3-Ligase-Aktivität, d. h. es katalysiert die Konjugation von Ubiquitinresten mit der Ami-
nogruppe von Lysinen in Zielproteinen. Der Prozess der Ubiquitinierung umfasst eine mehrstufige Kaskade, 
bei der ein E1-Enzym Ubiquitin bindet und aktiviert und ein E2-Enzym dieses aktivierte Ubiquitin auf ein 
E3-Enzym überträgt, welches dann die kovalente Modifikation vermittelt. Durch Ubiquitinierung werden zel-
luläre Proteine für einen Abbau durch das Proteasom, einen Multiproteinkomplex mit Proteinasefunktion, 
markiert. Für die E3-Ligase-Funktion ist das RING-Motiv im MDM2-Protein verantwortlich (siehe Abb. 3-5). 
Zu den Substraten dieser Enzymaktivität zählt MDM2 selbst, d. h. es vermittelt in einem negativen Auto-
regulationsmechanismus seinen eigenen Abbau. Darüber hinaus wird das Tumorsuppressorprotein p53, 
wie unter 3.1.6 bereits angesprochen, durch MDM2 ubiquitiniert, wobei für eine Polyubiquitinierung vermut-
lich die Kooperation mit p300/CBP erforderlich ist [20]. 
Die Interaktion zwischen MDM2 und p53, die sowohl die transaktivierende Aktivität von p53 unterbindet als 
auch Voraussetzung für die Übertragung von Ubiquitinresten ist, findet zwischen den beiden N-Termini die-
ser Proteine statt und lässt sich in etwa auf den Bereich der Aminosäuren 19–108 des MDM2-Proteins und 
der Aminosäuren 1–50 des p53-Proteins zurückführen [9, 19]. Viele der oben erwähnten Spleißvarianten 
besitzen keine p53-Bindedomäne, darunter auch die beiden am häufigsten in humanen Tumoren gefunde-
nen Formen MDM2-A und MDM2-B [20]. 
3.1.8 Modulation der MDM2-Aktivität 
Unter Normalbedingungen hält MDM2 die zelluläre Konzentration von p53 permanent niedrig. Um adäquat 
auf schädigende Einflüsse reagieren und p53 aus der Suppression durch MDM2 befreien zu können, exis-
tieren in der Zelle verschiedene Mechanismen: Einerseits wird durch posttranslationale Modifikation von 
p53 die Interaktion mit dem N-Terminus von MDM2 beeinträchtigt (s. 3.1.4). Zum anderen wird auch 
MDM2 selbst modifiziert, wobei auch hier Phosphorylierungen, beispielsweise durch ATM, AKT oder 
Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 53 
p38MAPK (mitogen activated protein kinase p38), die Hauptrolle zu spielen scheinen. Daneben wurde 
auch die Sumoylierung von MDM2 durch verschiedene SUMO-E3-Ligasen beschrieben [23]. Diese Modifi-
kationen regulieren die zelluläre Lokalisation von MDM2, seine Bindefähigkeit an p53 und seine E3-Ligase-
Aktivität und deren Substratspezifität (entweder im Sinne einer verstärkten Autoubiquitinierung oder einer 
Ubiquitinierung von p53 oder anderen Proteinen) [19, 23]. Hinzu kommt der inhibitorische Einfluss des 
ARF-Proteins auf MDM2. Zu dessen genauem Mechanismus wurden verschiedene Erklärungsansätze vor-
geschlagen: Das klassische Modell postuliert, dass der ARF-MDM2-Komplex in den Nukleolus abgeson-
dert wird und dadurch MDM2 nicht mehr mit p53 interagieren kann. Neuere experimentelle Befunde spre-
chen aber eher dafür, dass der ARF-MDM2-Komplex im Nukleoplasma vorliegt [19]. 
Eine Reihe weiterer Interaktionspartner von MDM2, die seine p53-bezogenen Funktionen auf vielfältige 
Weise regulieren können, sind beschrieben worden. So inhibiert beispielsweise das bereits erwähnte p53-
Target 14-3-3σ  den MDM2-vermittelten p53-Export und -Abbau und hat dadurch einen verstärkenden Ef-
fekt auf die p53-Aktivierung [24]. Cyclin G1, ein weiterer p53-transaktivierbarer Effektor [25], kann die 
Komplexbildung zwischen MDM2 und ARF stimulieren und trägt dadurch zur Aktivierung von p53 bei, es 
gibt aber auch Befunde, dass Cyclin G1 die ATM-abhängige Phosphorylierung von p53 hemmt und seinen 
proteasomalen Abbau fördert [26, 27]. Zudem unterliegt es selbst der Ubiquitinierung durch MDM2 [27]. 
3.1.9 p53-unabhängige Funktionen von MDM2 
MDM2 erfüllt in der Zelle auch p53-unabhängige Funktionen, die sich u. a. auf die Zellzykluskontrolle, Diffe-
renzierung und DNA-Reparatur erstrecken. Dass die Bedeutung von MDM2 für die maligne Transformation 
nicht ausschließlich aus seinem funktionellen Antagonismus gegenüber p53 resultiert, lässt sich daraus 
ableiten, dass es einige wenige Beispiele humaner Tumoren gibt, in denen sowohl eine Mutation des p53- 
als auch eine Amplifikation des MDM2-Gens vorliegen, und dass die Kombination dieser Aberrationen zu 
einer schlechteren Prognose für den Tumorpatienten führt [28]. 
In Zellmodellen konnten sowohl wachstumsfördernde als auch -hemmende Effekte von MDM2 gezeigt wer-
den, dies war zumindest teilweise vom zellulären Hintergrund abhängig. So verleiht MDM2 Zellen, die kein 
funktionelles p53- und RB-Protein exprimieren, einen Wachstumsvorteil, kann andererseits aber den G1/S-
Übergang normaler diploider Zellen hemmen [28]. 
Zusätzlich zu seinen bereits erwähnten Interaktionspartnern gibt es zahlreiche weitere Proteine, die mit 
MDM2 in Wechselwirkung treten können und für seine vielfältigen und teilweise widerstreitenden biologi-
schen Wirkungen mitverantwortlich sind. So bildet MDM2 beispielsweise einen Komplex mit dem Reti-
noblastom-Protein (RB) und stört den RB-vermittelten G1-Arrest. Umgekehrt beeinträchtigt auch RB be-
stimmte Funktionen von MDM2, indem es einen trimeren Komplex mit MDM2 und p53 bildet und dadurch 
die inhibierende Wirkung von MDM2 auf die p53-abhängige Apoptose ausschaltet. Ein weiterer Interak-
tionspartner von MDM2 ist DNA-Polymerase ε, deren Aktivität durch MDM2 stimuliert wird. Auf diesem 
Weg beeinflusst MDM2 möglicherweise die Assoziation dieser Polymerase mit Reparaturproteinen [28]. 
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Weitere experimentelle Befunde zu MDM2, seinen Funktionen und Regulationsmechanismen sind Über-
sichtsartikeln zu entnehmen, beispielsweise [19, 20, 23, 28]. 
3.1.10 Inhibition der Interaktion zwischen p53 und MDM2 
Im Rahmen der Suche nach neuen Strategien in der antitumoralen Therapie wird bereits seit einigen Jah-
ren intensiv an der Entwicklung von Inhibitoren geforscht, die die Interaktion zwischen p53 und MDM2 un-
terbinden sollen. Von ihnen erhofft man sich die Aktivierung der Tumorsuppressoreigenschaft von p53, 
wodurch Krebszellen in ihrem Wachstum angehalten bzw. in die Apoptose getrieben werden sollen. Solche 
Hemmstoffe wären deshalb potenziell in allen Tumoren, welche noch Wildtyp-p53-Protein besitzen, an-
wendbar. Eine besonders gute Effektivität erwartet man sich in Tumoren, die eine erhöhte MDM2-Expres-
sion aufweisen, da diese Überexpression in solchen Geweben den Hauptmechanismus für die Inaktivie-
rung von p53 darstellen dürfte. In Tumoren mit Wildtyp-p53 und niedrigen oder normalen MDM2-Spiegeln 
sind hingegen möglicherweise andere Mechanismen für die mangelnde Funktionalität des p53-Signalwegs 
verantwortlich. Sofern hiervon Effektoren betroffen sind, die downstream von p53 liegen, könnte der Nut-
zen einer Aktivierung von p53 durch MDM2-Inhibitoren eingeschränkt sein [9]. 
 
Bei der Entwicklung von MDM2-Inhibitoren wurden und werden von verschiedenen akademischen und in-
dustriellen Arbeitsgruppen unterschiedliche Strategien verfolgt. Neben peptidischen Inhibitoren, deren Cha-
rakterisierung eher von theoretischem Interesse war, wurden Antisense-Oligonukleotide gegen MDM2 ein-
gesetzt, die sowohl in in-vitro- als auch in Xenograft-Modellen proliferationshemmende und antitumorale 
Wirkungen zeigten. Allerdings übten diese Antisense-Oligonukleotide annähernd gleiche Wirkungen auf 
Zellmodelle mit mutantem p53-Protein aus, was von der Forschergruppe auf p53-unabhängige Funktionen 
von MDM2, insbesondere eine direkte Aktivierung von p21, zurückgeführt wurde [29]. Auch zum Einsatz 
von siRNAs, die gegen die MDM2-mRNA gerichtet sind, existiert bereits eine Studie mit in-vitro- und Xe-
nograft-Daten, in der Wachstumsinhibition und Induktion von Apoptose beschrieben wurden [30]. Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte des RNAi-vermittelten Silencings von MDM2 in mehreren 
Zellmodellen untersucht. Näheres dazu findet sich unter 3.3.4. 
Im Hinblick auf eine mögliche therapeutische Anwendung am Menschen sind sog. small molecules, also 
Wirkstoffe mit niedrigem Molekulargewicht, im Fokus der Forschung. Die Kristallstruktur der interagieren-
den Domänen von p53 und MDM2 ist bekannt (Abb. 3-6). Es ließ sich ableiten, dass es sich dabei auf der 
Seite von MDM2 um eine relativ kleine hydrophobe Tasche handelt, für die das Design eines niedermole-
kularen Hemmstoffs möglich erscheint. Dieser Inhibitor muss die an MDM2 bindende Domäne von p53 imi-
tieren [9].  
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Abb. 3-6: Struktur des Komplexes aus MDM2 und der MDM2-Bindedomäne von p53. 
a zeigt die Oberfläche von MDM2 (Aminosäuren 25–109) in weiß und die Interaktionsdomäne von p53 (Aminosäuren 17–29) in grün aus zwei ver-
schiedenen Blickwinkeln. Abkürzungen: N = Aminoterminus, C = Carboxyterminus. 
b zeigt die Oberfläche von MDM2 (Aminosäuren 25–109) in gelb und die Interaktionsdomäne von p53 (Aminosäuren 17–29) in grau. Die Seitenket-
ten dreier Aminosäuren von p53, die maßgeblich an der Interaktion mit MDM2 beteiligt sind, sind angedeutet. [20] 
 
Im Rahmen derartiger Entwicklungstätigkeiten wurde vor wenigen Jahren am Roche-Standort Penzberg 
eine Substanzbibliothek mit potenziellen MDM2-Inhibitoren synthetisiert, die gegen die p53-Bindedomäne 
von MDM2 gerichtet waren. Für die vorliegende Doktorarbeit wurden zwei Kandidaten aus dieser Biblio-
thek untersucht, die Ergebnisse sind unter 3.3.5 und 3.3.6 dargestellt. Es ist anzumerken, dass bei Ver-
wendung von niedermolekularen Inhibitoren, die spezifisch die Interaktion zwischen p53 und MDM2 hem-
men, keine Auswirkungen auf die p53-unabhängigen Effekte von MDM2 zu erwarten sind, während der 
Knock-down von MDM2 durch RNAi sämtliche biologischen Funktionen von MDM2 betreffen sollte. 
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3.2 Zytostatikabehandlung der verschiedenen Zellmodelle 
3.2.1 Einleitung 
Zytostatische und zytotoxische Chemotherapeutika gehören zu den Standardbehandlungen der meisten 
humanen Krebserkrankungen, über ihre Wirkung auf molekularer Ebene ist aber verhältnismäßig wenig 
bekannt. Zum besseren Verständnis sowohl des Wirkmechanismus als auch der Nebenwirkungen und der 
möglichen Gründe für das therapeutische Versagen dieser Agenzien ist es jedoch wünschenswert, mög-
lichst detaillierte und umfassende Informationen darüber zu gewinnen, welche Prozesse in Normal- und 
Tumorzellen nach Substanzexposition ablaufen. Die Methode der Genexpressionsprofilierung mittels Oli-
gonukleotidarrays eröffnet die Möglichkeit, diejenigen Effekte abzugreifen, die sich auf Transkriptionsebene 
niederschlagen. Dies können zum einen unmittelbare Auswirkungen der Behandlung sein, zum anderen 
werden aber auch sekundär responsive Gene erfasst, die erst nach einem oder mehreren Zwischen-
schritten, z. B. nach Aktivierung einer Signalkaskade, transkriptionell aktiviert oder reprimiert werden. 
3.2.2 Zellmodelle 
Alle verwendeten Zellsysteme sind epithelialer Natur und wachsen in Kultur adhärent und als einzellige 
Schicht (sog. Monolayer). 
Die Zelllinie A549 stammt von einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom eines männlichen Patienten ab 
und besitzt ein Wildtyp-p53-Gen. 
Die MCF-7-Zelllinie, welche von einem Mammaadenokarzinom abgeleitet ist, exprimiert ebenfalls Wildtyp-
p53-Protein. Außerdem ist bekannt, dass sie Caspase-3-defizient ist, was vermutlich einen Mechanismus 
darstellt, um der durch p53 gesteuerten Apoptose zu entkommen [30]. 
Ebenfalls von einem Mammaadenokarzinom stammt die Zelllinie MDA-MB-231, sie exprimiert jedoch ein 
mutantes p53-Protein. 
Die Zelllinie HT-29 hat ihren Ursprung in einem kolorektalen Adenokarzinom einer weiblichen Patientin. 
Aufgrund einer G→A-Mutation im Codon 273 des p53-Gens entsteht ein nicht-funktionelles p53-Protein mit 
einer Arg→His-Substitution, welches in sehr hoher Konzentration exprimiert wird [31]. 
HMECs sind humane Brustepithelzellen, die meist von gesunden Spenderinnen im Rahmen von Brustre-
duktionsoperationen, seltener im Rahmen von Mastektomien von Tumorpatientinnen gewonnen werden, 
bei denen peripheres Nichttumorgewebe oder Gewebe aus der kontralateralen Brust als Ausgangsmaterial 
dient. Bei den HMECs handelt es sich nicht um Primärzellen, da sie bereits mehrere Passagen in Kultur 
durchlaufen haben. Adäquat lassen sie sich als Zellen mit begrenzter Lebensspanne, aber längerfristigem 
Wachstumspotenzial unter Zellkulturbedingungen beschreiben. Die Bezeichnung „Zelllinie“ wäre allerdings 
irreführend, da sich diese Nomenklatur im Allgemeinen auf immortalisierte Zellen mit unbegrenzter Tei-
lungsfähigkeit bezieht. Außerdem stammen verschiedene Chargen von HMECs von unterschiedlichen 
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Spenderinnen und sind somit genetisch bei weitem nicht identisch, während definierte Zelllinien stets vom 
selben Ursprung abgeleitet sind [32]. 
3.2.3 Zytostatika 
Es wurden sechs Zytostatika aus unterschiedlichen Klassen zur Behandlung der Zellmodelle verwendet. 





























































Abb. 3-7: Chemische Strukturen der Zytostatika. 
 
In Tabellen und Abbildungen werden die Zytostatika mit folgenden Abkürzungen bezeichnet: 
- Adriamycin = Adr bzw. A 
- Camptothecin = Cam bzw. C 
- Cisplatin = Cis bzw. P 
- Etoposid = Eto bzw. E 
- 5-Fluorouracil = 5FU bzw. F 
- Taxol = Tax bzw. T 
 
Die unbehandelten Kontrollen werden mit „Unbeh“ abgekürzt. 
 
Im Folgenden werden die primären Wirkmechanismen dieser Agenzien und ihr klinischer Einsatz kurz vor-
gestellt. 
3.2.3.1 Adriamycin (Doxorubicin-HCl) 
Das Anthrazyklin Doxorubicinhydrochlorid wird üblicherweise als Adriamycin bezeichnet, dies ist ursprüng-
lich eigentlich ein Handelsname. Im Folgenden wird die Bezeichnung Adriamycin verwendet. 
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Adriamycin vermittelt seine antitumoralen Effekte durch Hemmung von Topoisomerase II-Enzymen, welche 
die Entspannung von überspiralisierter DNA im Rahmen von DNA-Replikation und Transkription katalysie-
ren, wobei beide DNA-Stränge ATP-abhängig gespalten und wieder verbunden werden. Ein Intermediat 
dieses Prozesses ist der sog. cleavage complex (auch cleavable complex), bei dem die durchtrennten 
DNA-Stränge durch kovalente Bindung an das überbrückende Enzym zusammengehalten werden. Dieses 
Intermediat wird durch Adriamycin stabilisiert, indem es in die DNA interkaliert und einen ternären Komplex 
mit Topoisomerase und DNA bildet. Dies resultiert letztendlich in permanenten Doppelstrangbrüchen [33, 
34]. In Abb. 3-8 ist gezeigt, an welcher Stelle Adriamycin in den katalytischen Zyklus von Topoisomerase II 
eingreift. 
 
Abb. 3-8: Der katalytische Zyklus von DNA-Topoisomerase II. 
Die ATPase-Domänen des Enzyms sind hellblau, die zentrale Domäne 
dunkelblau eingefärbt. Die Schritte sind im Einzelnen: 
(1) Topoisomerase II bindet an zwei doppelsträngige DNA-Segmente, 
das G-Segment (rot) und das T-Segment (grün). (2) Zwei ATP-Moleküle 
werden gebunden und die ATPase-Domänen dimerisieren. (3) Das G-
Segment wird gespalten. (4) Das T-Segment wird durch die Spaltstelle 
des G-Segments transportiert, wobei ein ATP-Molekül hydrolysiert wird. 
(5) Das G-Segment wird religiert und das zweite ATP-Molekül hydroly-
siert. (6) Nach Dissoziation der zwei ADP-Moleküle wird das T-Segment 
durch die Öffnung im C-terminalen Bereich des Enzyms transportiert. (7) 
Die Öffnung schließt sich und die N-terminalen ATPase-Domänen öffnen 
sich wieder; das Enzym kann von der DNA dissoziieren. 
Adriamycin und Etoposid greifen an Schritt (4) an. Beide bilden einen 
stabilen ternären Komplex mit Topoisomerase und DNA. [35] 
 
 
Darüber hinaus wird Adriamycin zu einem Semichinonradikal reduziert, welches zur gesteigerten Bildung 
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) führt, die insbesondere Lipidmembranen und auch DNA und RNA 
schädigen. Die Entstehung von ROS wird auch für die Dosis limitierende Kardiotoxizität der Anthrazykline 
verantwortlich gemacht [36, 37]. 
Die Anwendung von Adriamycin in der Krebstherapie erstreckt sich auf verschiedene Tumorarten, u. a. 
dient es zur Behandlung von Mamma-, Bronchial- und Prostatakarzinomen und von Lymphomen und Leuk-
ämien [37]. Wie auch alle weiteren Zytostatika kommen Anthrazykline fast ausschließlich in Kombination 
mit anderen antitumoralen Wirkstoffen zum Einsatz. 
3.2.3.2 Camptothecin 
Camptothecin selbst wird nicht klinisch angewendet, jedoch seine wasserlöslichen Derivate Topotecan und 
Irinotecan. Topotecan wird u. a. bei Ovarialkarzinomen und nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (SCLC) 
eingesetzt, Irinotecan, welches selbst ein Prodrug des aktiven Metaboliten SN-38 darstellt, bei fortgeschrit-
tenen Kolorektaltumoren [38, 39]. Camptothecine stabilisieren ebenfalls einen cleavage complex, aller-
dings enthält dieser das Enzym Topoisomerase I, welches nur einen DNA-Strang durchtrennt. Auch Topo-
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isomerase I ist für die Relaxation verdrillter DNA-Stränge während Replikation und Transkription zuständig. 
Man vermutet, dass bei Kollision von Replikationsgabeln mit dem stabilisierten DNA-Topoisomerase-I-
Komplex der bereits vorhandene Einzelstrang- in einen Doppelstrangbruch verwandelt wird [17, 39]. 
3.2.3.3 Cisplatin 
Cisplatin (cis-Diammindichloroplatin(II)) ist ein direkt genotoxisches Zytostatikum, das DNA-Addukte ausbil-
det. Häufig wird es der Substanzklasse der Alkylanzien zugeordnet, wobei dies aus chemischer Sicht nicht 
ganz korrekt ist. Nach dem Eintritt in die Zelle werden die Chloridliganden am zentralen Platin-Ion durch 
Wassermoleküle ersetzt. Der entstehende positiv geladene Komplex unterliegt nukleophilen Angriffen, ins-
besondere von der N7-Position der Purinbasen Guanin und Adenin. Infolgedessen werden zunächst mono-
funktionale Addukte gebildet, die mit weiteren DNA-Basen reagieren können und dadurch Cross links, also 
Querverbindungen, innerhalb eines DNA-Strangs oder zwischen verschiedenen Strängen erzeugen kön-









Abb. 3-9: Cross links innerhalb von oder zwischen DNA-Strängen durch Addukt-
bildung von Cisplatin mit DNA-Basen. [40] 
 
 
Cisplatin kommt unter anderem in der Therapie von kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen 
(SCLC, NSCLC), Prostata-, Blasen-, Hoden-, Magen-Darm- und Ovarialtumoren zum Einsatz [41]. 
3.2.3.4 Etoposid 
Etoposid wird auch als VP16 bezeichnet und gehört zu den Epipodophyllotoxinen. Auch Etoposid inhibiert 
wie Adriamycin die Topoisomerase II durch Stabilisierung des cleavage complex (Abb. 3-8), interkaliert je-
doch nicht in die DNA-Helix. 
Etoposid wird klinisch beispielweise in der Therapie von Hodentumoren, kleinzelligen Lungenkarzinomen 
und verschiedenen Sarkomen verwendet [37, 42]. 
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3.2.3.5 5-Fluorouracil 
5-Fluorouracil, häufig kurz als 5-FU bezeichnet, gehört zur Substanzklasse der Antimetabolite. Es ist 
strukturell den natürlichen Basen Uracil und Thymin sehr ähnlich, was dazu führt, dass es in der Zelle zu 
den entsprechenden Nukleosidmonophosphaten FdUMP und FUMP metabolisiert wird. FdUMP wird von 
dem Enzym Thymidylatsynthase (TS), das normalerweise die Umwandlung von dUMP in dTMP katalysiert, 
fälschlicherweise als Substrat erkannt. Da die Übertragung der Methylgruppe auf das C5-Atom des 
Pyrimidinrings aufgrund der Fluorsubstitution nicht möglich ist, kommt es zur Hemmung von TS und in der 
Folge zu einer Verarmung der Zelle an dTMP und dTTP und einer Akkumulation von dUTP. Dieses 
Ungleichgewicht resultiert letztlich im sog. thyminlosen Tod (thymineless death), da DNA-Replikation und -
Reparatur gehemmt werden und durch Fehleinbau von dUTP und wiederholte UDG-(Uracil-DNA-Glykosy-
lase-)vermittelte Exzision DNA-Strangbrüche entstehen. Abb. 3-10 zeigt die Inhibition von TS und die 




Abb. 3-10: Inhibition von Thymidylatsynthase durch 5-FU. 
FdUMP kompetiert mit dUMP um die Bindung an TS und bildet mit dem Enzym und dem Methyldonor CH2THF (5,10-Methylentetrahydrofolsäure) 
einen ternären Komplex. Dadurch wird die Synthese von dTMP unterbunden und es kommt zu einem Ungleichgewicht in der Zusammensetzung 
des zellulären dNTP-Pools und zur Anreicherung von dUTP, wodurch DNA-Schäden entstehen. Das Ausmaß dieser Schäden hängt vom Enzym-
spiegel von dUTPase und UDG ab. dTMP kann in Form eines sog. salvage pathways aus Thymidin gebildet werden, diese Reaktion wird durch TK 
(Thymidinkinase) katalysiert. [43] 
 
Abgesehen von diesem TS-abhängigen Mechanismus schädigt 5-FU die Zelle noch auf weiteren Wegen. 
So kann sein Metabolit FdUTP in die DNA eingebaut werden, was zu Basenfehlpaarungen und zu Strang-
brüchen infolge der Aktivierung von Reparaturenzymen unter gleichzeitigem Mangel an dTTP führen kann. 
Außerdem kann FUTP in sämtliche RNA-Spezies inkorporiert werden und mit deren Prozessierung und 
Funktion interferieren [43, 44]. Abb. 3-11 gibt eine Übersicht über den Metabolismus von 5-FU. 







Abb. 3-11: Metabolismus von 5-FU. 
5-FU-Metaboliten: DHFU = Dihydrofluorouracil, FdUDP = Fluo-
rodesoxyuridindiphosphat, FdUMP = Fluorodesoxyuridinmo-
nophosphat, FdUTP = Fluorodesoxyuridintriphosphat, FUDP = 
Fluorouridindiphosphat, FUDR = Fluorodesoxyuridin, FUMP = 
Fluorouridinmonophosphat, FUR = Fluorouridin, FUTP = Fluo-
rouridintriphosphat 
Enzyme: DPD = Dihydropyrimidindehydrogenase, OPRT = 
Orotatphosphoribosyltransferase, RR = Ribonukleotidreduktase, 
TK = Thymidinkinase, TP = Thymidinphosphorylase, UK = Uri-
dinkinase, UP = Uridinphosphorylase; 
Kofaktor PRPP = Phosphoribosylpyrophosphat. [43] 
 
 
5-FU wird u. a. für die Therapie von Darm-, Brust- und Lungentumoren eingesetzt. Die höchsten Ansprech-
raten lassen sich bei kolorektalen Tumoren erzielen, wo 5-FU meist in Kombination mit Irinotecan und/oder 
Oxaliplatin zur Anwendung kommt. Außerdem wird 5-FU in aller Regel mit Leucovorin kombiniert, da die-
ses die Ansprechrate für 5-FU erhöht. Leucovorin ist identisch mit Calciumfolinat und gelangt über den Fo-
lattransporter in die Zelle. Dort wird es zu CH2-THF (5,10-Methylentetrahydrofolsäure) verstoffwechselt, 
welches zur Polyglutamatform konjugiert wird und in der Zelle akkumuliert. CH2-THF dient normalerweise 
als Methylgruppendonor für die Umwandlung von dUMP in dTMP und stabilisiert die Bindung von FdUMP 
an TS in Form eines ternären Komplexes [43, 45]. 
3.2.3.6 Taxol (Paclitaxel) 
Das Taxan Paclitaxel findet sich häufig vereinfacht unter der Bezeichnung „Taxol“, die eigentlich den Han-
delsnamen eines Paclitaxelpräparates darstellt. Diese Bezeichnung wird im Folgenden übernommen. 
Taxol gehört zu den Mikrotubuligiften und hemmt die Depolymerisation von Tubulinfasern. Mikrotubuli sind 
zytoskelettale Fasern, die hauptsächlich aus α- und β-Tubulinen aufgebaut sind. Sie sind hochdynamisch 
und spielen eine essenzielle Rolle bei der Regulation von Zellform und Motilität, bei Signalübertragungs-
prozessen, beim Transport von Vesikeln und Organellen und im Rahmen der Zellteilung, während der sie 
den mitotischen Spindelapparat erzeugen. Indem Taxol die Depolymerisation der Spindelfasern inhibiert, 
verhindert es die Trennung der Schwesterchromatiden und blockiert die Mitose am Übergang von der Me-
ta- in die Anaphase [17, 46]. Dadurch kann es zum Zellzyklusarrest, zu aberranten Mitosen (sog. mitoti-
sche Katastrophe) oder zur Apoptose kommen [47]. Zudem gibt es zahlreiche Befunde, dass Taxol weitere 
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Effekte ausübt, die über die reine Mikrotubulihemmung hinausgehen, u. a. wurde die gesteigerte Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine, die Phosphorylierung von BCL2 und die Induktion internukleosomaler DNA-
Fragmentierung nach Taxolexposition beschrieben [48-52]. 
In der Klinik wird Taxol bevorzugt bei der Behandlung von Ovarial- und Mammakarzinomen, aber auch von 
Tumoren des Bronchialsystems eingesetzt. 
3.2.4 Zytotoxizitätstests zur Ermittlung der IC80-Werte 
Die für die Behandlung der Zellen eingesetzten Zytostatikakonzentrationen müssen standardisiert werden, 
um Effekte in ähnlichen Größenordnungen zu erzeugen und so deren Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 
Deshalb wurden Zytotoxizitätstests mit dem WST-1-Reagenz durchgeführt und aus den resultierenden In-
hibitionskurven die IC80-Werte abgeleitet (vgl. 2.5.3). 
 
Aus Vorversuchen ergab sich, dass die Tumorzelllinien nicht unmittelbar, sondern erst nach einigen Tagen 
Substanzexposition eine deutliche Wachstumsinhibition in Verbindung mit Anzeichen apoptotischer Pro-
zesse zeigen. Erhöht man die Konzentration, sind zwar schon früher Proliferationshemmung und Zelltod zu 
beobachten, es fehlen dann aber die charakteristischen phänotypischen Merkmale der Apoptose wie Kon-
densation des Nukleus, Entstehung membrangebundener Vesikel (apoptotic bodies) usw., was eher auf 
nekrotischen Zelltod hindeutet. Für die Untersuchung der molekularen Effekte von Zytostatika interessier-
ten jedoch primär apoptotische Wirkungen, da Tumorzellen im menschlichen Körper auf Krebstherapeutika 
in klinisch relevanten Konzentrationen vorwiegend mit dieser Form des Zelltods reagieren [53-55]. 
Abb. 3-12 zeigt eine Aufnahme von HT-29-Zellen, die infolge der Behandlung mit Etoposid in Apoptose 
gehen. 
 
Abb. 3-12: Apoptotische Merkmale nach Zytostatikabehandlung. 
HT-29-Zellen nach dreitägiger Behandlung mit 1,1 µM Etoposid, fotografiert in 200facher Vergrößerung. Es ist das typische membrane blebbing, 
also die Entstehung membrangebundener Vesikel, zu erkennen, ebenso beginnen sich stachelförmige Fortsätze (Spikes) zu bilden. 
 
Der WST-1-Test erfasst allerdings ganz allgemein zytotoxische Effekte, da er auf die metabolische Aktivität 
der Mitochondrien abstellt. Es ist bekannt, dass diese Testmethode erst in den späteren Stadien der Apop-
tose anspricht und somit deren Ausmaß möglicherweise zunächst unterschätzt wird. Dies liegt daran, dass 
die Apoptose selbst ein aktiver Prozess ist und die metabolische Aktivität der Zelle erfordert [56]. Aus die-
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sen Gründen wurde die verhältnismäßig lange Expositionsdauer von fünf Tagen für die IC80-
Bestimmungen gewählt. 
Beispielhaft sind jeweils drei Inhibitionskurven für Taxol in MDA-MB231-Zellen und für Cisplatin in A549-
Zellen ausgewählt, die jeweils in unabhängigen Versuchsansätzen erstellt wurden (Abb. 3-13). 
 































































































Abb. 3-13: Inhibitionskurven aus WST-1-Tests. 
Mit Hilfe von XLfit 3 generierte Inhibitionskurven aus Daten dreier unabhängiger WST-1-Tests nach 5-tägiger Zytostatikabehandlung. 
A: Inhibitionskurven von Taxol in MDA-MB-231-Zellen. B: Inhibitionskurven von Cisplatin in A549-Zellen. 
 
In Tab. 3-1 sind die gemittelten Ergebnisse der IC80-Bestimmungen angegeben. 











A549 285 ± 55 31,4 ± 9,0 4,47 ± 0,60 7,14 ± 3,35 11,4 ± 4,8 3,43 ± 0,93 
HT-29 78,6 ± 12,2 3,79 ± 1,99 1,26 ± 0,54 1,11 ± 0,23 3,11 ± 1,77 1,91 ± 0,30 
MCF-7 60,7 ± 14,9 13,9 ± 3,2 2,75 ± 0,88 0,933 ± 0,503 3,78 ± 0,02 1,88 ± 0,77 
MDA-MB-231 161 ± 16 33,6 ± 3,1 5,25 ± 0,60 1,75 ± 0,13 66,9 ± 14,9 2,02 ± 0,38 
Tab. 3-1: Mittelwerte aus drei bis fünf unabhängigen Bestimmungen der IC80, ± Standardabweichung. 
 
Wie den Standardabweichungen zu entnehmen ist, traten zum Teil recht ausgeprägte Variationen bei der 
Ermittlung der IC80-Werte auf. Hierfür dürften gewisse Unterschiede zwischen den unabhängig durchge-
führten Experimenten verantwortlich sein. Insbesondere die Zelldichte zum Zeitpunkt der Substanzzugabe 
scheint ein kritischer Parameter zu sein und unterliegt Schwankungen, da die Zellzahlbestimmung verhält-
nismäßig ungenau ist und die Aussaat aufgrund der langen Experimentdauer bei sehr niedrigen Zellzahlen 
erfolgen musste, was die Variabilität noch weiter erhöhte. 
Die IC80-Konzentrationen wurden für alle im Folgenden beschriebenen Experimente verwendet. Für das 
HMEC-Zellmodell wurden die für MCF-7-Zellen ermittelten IC80-Werte eingesetzt, beruhend auf der 
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Grundannahme, dass gesunde Brustepithelzellen im Körper des Patienten denselben Konzentrationen 
ausgesetzt sind wie Tumorzellen. Darüber hinaus erwiesen sich Zytotoxizitätsbestimmungen mit den 
HMECs als sehr schwierig, da diese – wie unter 2.5.2 beschrieben – eine aufwändige Kultivierung mit häu-
figen Medienwechseln für ihr optimales Wachstum benötigen. Dies ließ sich in den für WST-1-Tests erfor-
derlichen Multiwellplatten nur schwer bewerkstelligen. Initiale Versuche lieferten kaum interpretierbare Er-
gebnisse, sodass diese Bestimmungen nicht fortgeführt wurden. 
3.2.5 Beurteilung der Zellmorphologie nach Zytostatikaexposition 
Für die unter 3.2.7 ff. beschriebene Genexpressionsanalyse wurden die verschiedenen Zellmodelle je 24 
und 72 h lang mit den Zytostatika behandelt. Im Verlauf der Behandlung wurden sie wiederholt lichtmikro-
skopisch inspiziert und, sofern Veränderungen erkennbar waren, fotografiert. 
Nach 24 h Zytostatikaexposition waren bei allen verwendeten Zelltypen entweder keine oder nur schwach 
ausgeprägte morphologische Effekte sichtbar. Im weiteren Behandlungsverlauf traten dann Veränderungen 
auf, die von Zellvergrößerung bis hin zu Merkmalen beginnender Apoptose reichten. 
Eine Übersicht über die beobachteten Auswirkungen der verschiedenen Zytostatika auf die Morphologie 
der Zellmodelle findet sich in Tab. 3-2. 
 
 A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231 
 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 
Adr Zellgröße ↑ Zellzahl ↓↓↓, 
Zellgröße ↑↑ 
-- Zellzahl ↓, 
Zellgröße ↑ 





Zellgröße ↑ Zellzahl ↓↓↓, 
Zellgröße ↑↑↑ 
Cam Zellgröße ↑↑ Zellzahl ↓↓↓, 
Zellgröße ↑↑ 
-- Zellzahl ↓↓, 
Zellgröße ↑↑ 






Zellgröße ↑ Zellzahl ↓↓↓, 
Zellgröße ↑↑↑ 
Cis Zellgröße ↑ Zellzahl ↓↓, 
Zellgröße ↑↑ 
-- Zellzahl ↓↓, 
Zellgröße ↑↑ 
-- Zellzahl ↓↓, 
Zellgröße ↑ 
-- Zellgröße ↑ -- Zellzahl ↓↓↓, 
Zellgröße ↑↑↑ 
Eto Zellgröße ↑↑ Zellzahl ↓↓↓, 
Zellgröße ↑↑ 
-- Zellzahl ↓↓, 
Zellgröße ↑↑ 





Zellgröße ↑ Zellzahl ↓↓↓, 
Zellgröße ↑↑↑ 
5-FU Zellgröße ↑ Zellzahl ↓↓↓, 
Zell-Substrat-
Adhäsion ↓↓ 
-- Zellzahl ↓, 
Zellgröße ↑ 
-- Zellzahl ↓↓ -- Zellen abge-
flacht, Zell-
größe ↑ 
-- Zellzahl ↓↓↓, 
Zell-Substrat-
Adhäsion ↓↓ 
Tax Zellgröße ↑ Zellzahl ↓↓↓, 
mehrkernige 
Zellen 
-- Zellzahl ↓, 
Zell-Zell-Adhä-
sion ↓ 
-- Zellzahl ↓↓ -- viele abgelöste 
Zellen 
-- Zellzahl ↓↓ 
Tab. 3-2: Auswirkungen der Zytostatika auf die Morphologie der behandelten Zellarten. 
Bedeutung der Symbole: ↑ = leicht vergrößert, ↑↑ = vergrößert, ↑↑↑ = stark vergrößert, ↓ = leicht verringert, ↓↓ = verringert, ↓↓↓ = stark verringert; 
(Apoptose) = wenige apoptotische Zellen. 
 
Einige charakteristische Beispiele sind in Abb. 3-14 gezeigt. 
 






Abb. 3-14: Zellmorphologie nach 72 h Zytostatikabehandlung (Beispiele). 
A: A549-Zellen (200fache Vergrößerung), B: MCF-7-Zellen (100fache Vergrößerung), C: HMEC-Zellen (200fache Vergrößerung), D: HT-29-Zellen 
(200fache Vergrößerung), E: MDA-MB-231-Zellen (200fache Vergrößerung). 
 
Den Angaben in Tab. 3-2 und den Fotografien ist zu entnehmen, dass sich die phänotypischen Effekte von 
Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid häufig innerhalb eines Zellsystems stark ähnelten. Taxol 
und ganz besonders 5-FU hingegen wichen von den übrigen Substanzen ab: Sie führten in geringerem 
Ausmaß zu Zellvergrößerung und schienen teilweise die Zell-Zell- oder Zell-Substrat-Adhäsion zu beein-
flussen. 
3.2.6 Western Blot zum Nachweis von p53 nach Zytostatikabehandlung 
Aufgrund der zentralen Bedeutung, die dem Tumorsuppressor p53 bei der zellulären Antwort auf eine Be-
handlung mit Zytostatika zugeschrieben wird, war es von Interesse, eine mögliche Veränderung in der 
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Menge des p53-Proteins und seines Phosphorylierungszustands nachzuweisen. Deshalb wurden die Wild-
typ-p53-Zellen A549, MCF-7 und HMEC mit den IC80-Konzentrationen der Zytostatika behandelt und je-

















































































































































































































































































































































































































































Abb. 3-15: Western Blots zum Nachweis von p53-Gesamtprotein und an Ser15 phosphoryliertem p53. 
Nach Zytostatikabehandlung wurde das p53-Gesamtprotein im Lysat mit dem Antikörper DO-1 und an Ser15 phosphoryliertes p53 mit dem Antikör-
per Phospho-p53 (Ser15) detektiert. β-Actin diente als Ladekontrolle. Die Membran wurde zwischen den Inkubationsschritten gestrippt. 
A: Lysate aus A549-Zellen, gewonnen nach 6 (A1), 24 (A2) und 72 h (A3); die Gesamtproteinmenge betrug 70, 65 und 40 µg. 
B: Lysate aus MCF-7-Zellen, gewonnen nach 6 (B1), 24 (B2) und 72 h (B3); die Gesamtproteinmenge betrug 70, 70 und 60 µg. 
C: Lysate aus HMEC-Zellen, gewonnen nach 6 (C1), 24 (C2) und 72 h (C3); die Gesamtproteinmenge betrug 70, 90 und 90 µg. Die Phosphorylie-
rung an Ser15 wurde hier nur nach 72 h überprüft. 
 
Die Lysate wurden durch Gelelektrophorese und nachfolgenden Western Blot analysiert, wobei zur Detek-
tion zunächst der p53-Antikörper Phospho-p53 (Ser15) verwendet und nach Strippen der Membran mit 
dem Antikörper DO-1 reinkubiert wurde. Phospho-p53 (Ser15) erkennt spezifisch die Phosphorylierung von 
p53 am Serinrest 15. Diese ist eine typischerweise durch genotoxischen Stress ausgelöste posttranslatio-
nale Modifikation des p53-Proteins, die u. a. durch die Kinasen ATM und ATR (ataxia telangiectasia and 
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Rad3 related) vermittelt werden kann [6, 19, 57]. Die Phosphorylierung an Ser15 wird meist mit einer Stö-
rung der Interaktionsfähigkeit von p53 mit MDM2 oder mit transkriptionellen Kofaktoren in Verbindung ge-
bracht [9, 57]. DO-1 hingegen bindet unabhängig vom Phosphorylierungsstatus sowohl an Wildtyp- als 
auch an mutantes p53-Protein. Abb. 3-15 zeigt die Ergebnisse der Western Blots mit diesen beiden Anti-
körpern. 
In A549-Zellen war die Gesamtmenge von p53 nach 6 h durch Adriamycin, 5-FU und Etoposid bereits 
leicht erhöht, eine Phosphorylierung konnte noch nicht detektiert werden. Zum 24 h-Zeitpunkt war p53 
durch alle Zytostatika induziert, am stärksten durch Taxol, Adriamycin und 5-FU. Beim Adriamycin-Lysat 
war eine schwache Phosphorylierungsbande zu erkennen. Die Banden des 72 h-Blots sind insgesamt 
schwächer, da die Zytostatika nach dieser Behandlungsdauer schon ausgeprägte toxische Wirkungen auf 
die Zellen hatten und deshalb nur Lysate mit geringer Konzentration gewonnen und entsprechende niedri-
ge Proteinmengen aufgetragen werden konnten. Dennoch lässt sich eine Induktion von Gesamtprotein und 
phosphoryliertem p53 bei fast allen Proben feststellen. 
In MCF-7-Zellen war bereits nach 6 h eine Induktion von p53 durch alle Zytostatika zu beobachten, am 
stärksten durch Etoposid. Dieses führte auch bereits zu diesem Zeitpunkt zu einer deutlichen Phosphory-
lierung an Ser15. Nach 24 h sind die p53-Banden bei Adriamycin und 5-FU am ausgeprägtesten, bei Ver-
gleich mit der β-Actin-Kontrolle wird aber deutlich, dass in den Spuren auf der rechten Seite einschließlich 
der Etoposid-Probe weniger Gesamtprotein aufgetragen worden war. Eine Phosphorylierung ist nach 24 h 
bei allen zytostatikabehandelten Proben mit Ausnahme von Taxol zu beobachten. Nach 72 h ist dann auch 
bei Taxol eine schwache Phospho-p53-Bande zu erkennen. 
Bei HMEC-Zellen ist nach 6 h allenfalls eine leichte Induktion der p53-Menge durch die Zytostatika festzu-
stellen (vgl. β-Actin-Ladekontrolle). Nach 24 und 72 h entstand eine Doppelbande, deren Intensität nach 
72 h durch Cisplatin massiv verstärkt wurde, durch die anderen Zytostatika im Vergleich zur Kontrolle je-
doch kaum. Der Phosphorylierungszustand wurde nur in den 72 h-Lysaten überprüft, hier war bei Adriamy-
cin eine schwache, bei Cisplatin eine deutliche Doppelbande zu erkennen. Allerdings ist auch beim unbe-
handelten Kontrolllysat eine schwache Bande zu sehen. 
 
Diese Ergebnisse bestätigen insgesamt, dass p53 durch Zytostatikabehandlung induziert und phosphory-
liert wird. Die Kinetik und das Ausmaß seiner Aktivierung scheinen aber von der jeweiligen Substanz und 
dem Zellsystem abzuhängen. 
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3.2.7 Genexpressionsanalyse nach Zytostatikaexposition – zahlenmäßige 
Betrachtung 
Um sowohl verhältnismäßig frühe als auch verzögerte Wirkungen der verschiedenen Zytostatika untersu-
chen zu können, wurden nach jeweils 24 und 72 h Behandlung die Genexpressionsprofile der verschiede-
nen Zellmodelle aufgenommen. Parallel wurden unbehandelte Zellen kultiviert, deren Genexpressions-
muster als Vergleichsgrundlage diente. Alle Behandlungen wurden in Triplikaten durchgeführt. 
3.2.7.1 Gesamtübersicht 
Tab. 3-3 gibt eine Übersicht über die Anzahl differenziell regulierter Gene7 für sämtliche Kombinationen 
aus Zellmodell, Zytostatikum und Behandlungsdauer. 
 
 A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231 
 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 
Adr 133↑ 207↓ 330↑ 447↓ 29↑ 35↓ 272↑ 819↓ 5↑ 3↓ 187↑ 359↓ 0↑ 0↓ 210↑ 213↓ 11↑ 48↓ 148↑ 435↓ 
Cam 218↑ 137↓ 367↑ 369↓ 51↑ 19↓ 229↑ 589↓ 5↑ 10↓ 131↑ 113↓ 3↑ 2↓ 109↑ 124↓ 28↑ 100↓ 307↑ 341↓ 
Cis 88↑ 31↓ 347↑ 354↓ 38↑ 20↓ 305↑ 579↓ 10↑ 54↓ 302↑ 386↓ 3↑ 0↓ 159↑ 125↓ 2↑ 45↓ 156↑ 242↓ 
Eto 124↑ 534↓ 307↑ 351↓ 65↑ 74↓ 201↑ 503↓ 1↑ 21↓ 98↑ 145↓ 0↑ 0↓ 229↑ 157↓ 2↑ 26↓ 241↑ 262↓ 
5-FU 288↑ 107↓ 513↑ 373↓ 39↑ 21↓ 115↑ 248↓ 0↑ 1↓ 153↑ 315↓ 52↑ 13↓ 153↑ 222↓ 4↑ 115↓ 279↑ 412↓ 
Tax 26↑ 33↓ 236↑ 302↓ 34↑ 18↓ 83↑ 84↓ 1↑ 2↓ 167↑ 117↓ 10↑ 0↓ 354↑ 218↓ 0↑ 22↓ 61↑ 125↓ 
Tab. 3-3: Anzahl der nach 24 bzw. 72 h Zytostatikabehandlung in den verschiedenen Zellmodellen deregulierten Gene 
Symbole: ↑ = hochreguliert, ↓ = herabreguliert. 
 
Bei dieser rein zahlenmäßigen Betrachtung fallen bereits einige Punkte auf. So waren in HMEC- und HT-
29-Zellen nach 24 h Behandlung nur sehr wenige Gene differenziell exprimiert, während die Zelllinien 
MDA-MB-231 und MCF-7 zu diesem Zeitpunkt schon gewisse und A549 ausgeprägte Änderungen zeigten. 
Nach 72 h lag die Anzahl deregulierter Gene dann aber bei allen Zellsystemen in etwa der gleichen Grö-
ßenordnung. Daran ist abzulesen, dass die Zellmodelle offenbar unterschiedlich schnell auf die Zytostati-
kaexposition reagiert haben. 
Darüber hinaus macht die Übersicht deutlich, dass für ein bestimmtes Zellsystem und eine feste Behand-
lungsdauer die Anzahl der pro Zytostatikum betroffenen Gene in vielen Fällen ähnlich ist. Es gab aber auch 
Abweichungen, wie z. B. eine signifikante Zahl in HT-29-Zellen nach 24 h 5-FU-Behandlung deregulierter 
Gene, während die anderen Substanzen hier noch nahezu wirkungslos waren, oder eine relativ geringe 
Zahl durch Taxol veränderter Gene in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen nach 72 h. In Anbetracht der Tat-
                                                 
7
 Die Bezeichnung von Genen als „differenziell reguliert“, „differenziell exprimiert“, „dereguliert“ o.ä. bedeutet im Folgenden, dass die Standardfilter-
kriterien (siehe 2.7.4.3) erfüllt wurden. Wenn von „induzierten“ oder „hochregulierten“ bzw. „reprimierten“ oder „herabregulierten“ Genen die Rede 
ist, so ist stets eine Erhöhung bzw. Erniedrigung der Expression im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen gemeint. Unter der Zahl von 
„Genen“ ist die Zahl von GeneIDs zu verstehen, die aus der Zuordnung der Probe Sets auf dem Affymetrix-Chip zu Einträgen in Entrez Gene abge-
leitet wurden. Würde man die Anzahl differenziell exprimierter Gene in Form von Affymetrix-Probe Set IDs angeben, wäre diese in den meisten 
Fällen höher, da manche Transkripte mehrfach auf dem Chip repräsentiert sind und mehrere oder alle zugehörigen Probe Sets eine veränderte 
Expression anzeigen können. 
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sache, dass die zur Behandlung verwendeten Zytostatikakonzentrationen auf einen äquivalenten prolifera-
tionshemmenden Effekt standardisiert worden waren, ist dieser Befund etwas überraschend. Es ist anzu-
nehmen, dass ein gewisser Teil dieser „Ausreißer“ auf die oben beschriebene Ungenauigkeit der IC80-
Bestimmungen zurückzuführen ist, jedoch ist auch nicht auszuschließen, dass bestimmte Substanzen in 
einem oder mehreren Zellmodellen geringere Änderungen auf Expressionsebene hervorrufen und dennoch 
den gleichen Effekt auf die Zellproliferation ausüben (s. hierzu 3.2.9.1). Außerdem wurde der WST-1-Test 
nach 120 h Behandlung durchgeführt und es ist denkbar, dass die zelluläre Reaktion auf die verschiedenen 
Zytostatika mit unterschiedlicher Kinetik abläuft, sodass nach 72 h das Ausmaß der Wirkungen noch vari-
iert, sich aber nach 120 h angleicht. Für Taxol lässt sich als generelle Tendenz ablesen, dass häufig weni-
ger Gene betroffen sind als mit den anderen Substanzen, dies trifft allerdings nicht auf die 72 h-
Behandlung von HT-29- und HMEC-Zellen zu. 
3.2.7.2 Vergleich der Zytostatikawirkungen innerhalb der Zellsysteme 
Im nächsten Schritt wurden die verschiedenen Zytostatika innerhalb der Zellmodelle miteinander vergli-
chen, um zu evaluieren, inwieweit sie übereinstimmende Änderungen hervorrufen und ob sich bestimmte 
Substanzen stärker ähneln als andere. Die Vergleiche wurden sowohl paarweise als auch zwischen je drei, 
vier, fünf und sechs Substanzen gezogen. Aufgrund der immensen Zahl der hieraus resultierenden Kombi-
nationsmöglichkeiten werden nicht alle Vergleiche gezeigt, sondern exemplarisch die Dreierkombinationen 
und die Schnittmenge aller sechs Substanzen für die 72 h-Behandlungen von A549- und HT-29-Zellen in 
Form von Venn-Diagrammen dargestellt (Abb. 3-16). 
Wie diese Beispiele zeigen, ist keinerlei Tendenz festzustellen, dass sich zwei oder mehr Substanzen stär-
ker untereinander ähneln als andere. Dieser Befund bestätigt sich in den hier nicht gezeigten Vergleichen 
innerhalb der anderen Zellmodelle. 
Bei der Interpretation der Schnittmengen ist zu beachten, dass immer dann, wenn ein Zytostatikum deut-
lich weniger oder mehr Gene moduliert hat als die restlichen Substanzen, auch die Zahlenwerte in den 
Venn-Diagrammen etwas inhomogener werden, wie z. B. im Fall der verhältnismäßig großen Zahl in A549-
Zellen nach 72 h 5-FU-Behandlung induzierter Gene. 
Bedenkt man, dass auf dem Affymetrix GeneChip® Array HG-U133A über 12.000 Gene repräsentiert sind, 
deren Expression sich potenziell ändern kann, wird offensichtlich, dass die gefundenen Überlappungen 
zwischen den Zytostatika auffällig groß sind. Außerdem liegt bereits durch Betrachtung der Vergleiche von 
je drei Substanzen (Abb. 3-16A1, A2, B1, B2) nahe, dass viele in den Schnittmengen befindlichen Gene 
auch zwischen verschiedenen Dreierkombinationen übereinstimmen dürften. Dies ist tatsächlich der Fall: 
In Abb. 3-16A3 und B3 ist die Größe der Schnittmenge aus allen sechs Zytostatika nach 72 h-Behandlung 
von A549- und HT-29-Zellen angegeben. 
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Abb. 3-16 Anzahl der Gene, die von mehreren Zytostatika in gleicher Weise differenziell reguliert wurden. 
Abkürzungen und Farbgebung: A = Adriamycin (orange), C = Camptothecin (blau), E = Etoposid (gelb), F = 5-FU (grün), P = Cisplatin (violett), T = 
Taxol (rosa). 
A1: In A549-Zellen nach 72 h Behandlung induzierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika. 
A2: In A549-Zellen nach 72 h Behandlung reprimierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika. 
A3: In A549-Zellen nach 72 h Behandlung von allen sechs Zytostatika induzierte (↑) und reprimierte (↓) Gene. 
B1: In HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung induzierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika. 
B2: In HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung reprimierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika. 
B3: In HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung von allen sechs Zytostatika induzierte (↑) und reprimierte (↓) Gene. 
 
Eine sinnvolle graphische Darstellung der Schnittmengen aus vier oder mehr Substanzen ist nicht mehr 
möglich, deshalb gibt Tab. 3-4 die Anzahl der von exakt vier, fünf und sechs Substanzen deregulierten Ge-
ne in den verschiedenen Zelllinien für beide Behandlungszeiten wieder. Die Anzahl der Gene in den 
Schnittmengen aus vier, fünf und sechs Substanzen ist auffällig hoch, insbesondere nach 72 h. 
 
A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231 dereguliert 
durch: 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 
genau 4 
Zytostatika 37↑ 41↓ 84↑ 44↓ 6↑ 6↓ 64↑ 306↓ 1↑ 1↓ 35↑ 63↓ 0↑ 0↓ 47↑ 48↓ 0↑ 10↓ 65↑ 97↓ 
genau 5 
Zytostatika 46↑ 8↓ 68↑ 56↓ 3↑ 1↓ 45↑ 87↓ 0↑ 1↓ 31↑ 86↓ 0↑ 0↓ 49↑ 26↓ 0↑ 6↓ 19↑ 31↓ 
genau 6 
Zytostatika 11↑ 2↓ 106↑ 217↓ 12↑ 0↓ 26↑ 30↓ 0↑ 0↓ 23↑ 19↓ 0↑ 0↓ 18↑ 29↓ 0↑ 0↓ 4↑ 21↓ 
Tab. 3-4: Zahl der in jedem Zellmodell durch vier, fünf oder sechs Zytostatika deregulierten Gene. 
Symbole: ↑ = hochreguliert, ↓ = herabreguliert 
 
Im Verlauf der weiteren Auswertungen wurden die Gene, die in den Schnittmengen aus vier, fünf oder 
sechs Zytostatika enthalten waren, als „gemeinsame“ Gene betrachtet, die eine allgemeine, nicht-
substanzspezifische Antwort der Zelle auf schädigende Einflüsse darstellen dürften. Es erschien nicht ge-
boten, sich auf die durch sämtliche Substanzen betroffenen Gene zu beschränken, da dann diejenigen 
Gene, die bei einer oder zwei Behandlungen nur knapp die Filterkriterien verfehlt haben, verloren gehen 
würden. Berücksichtigt man die Schwankungen bei der IC80-Bestimmung und die Tatsache, dass sowohl 
im Hinblick auf die Signalhöhe als auch die Änderung des Signals und die Homogenität der Triplikate strin-
gent gefiltert wurde (s. 2.7.4.3), ist anzunehmen, dass nicht jedes durch genotoxischen Stress differenziell 
regulierte Gen in jedem Fall die Schwellenwerte erreicht hat. Diese Vermutung wird dadurch bestätigt, 
dass beim Herausgreifen eines beliebigen von vier oder fünf Zytostatika deregulierten Gens recht häufig 
festzustellen ist, dass es von der oder den übrigen Substanz(en) tendenziell in die gleiche Richtung modu-
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liert wurde. Es ist wahrscheinlich, dass auch unter den in der Schnittmenge von nur drei Behandlungen lie-
genden Genen einige enthalten sind, die bei den restlichen Substanzen die Filterkriterien nur knapp ver-
fehlt haben. Da aber diese Kriterien natürlich auch nicht beliebig aufgeweicht werden dürfen, um möglichst 
nur signifikante und biologisch relevante Ergebnisse zu liefern, erschien es als geeigneter Kompromiss, die 
von mindestens vier Zytostatika über die Schwellenwerte hinaus deregulierten Gene als die „gemeinsa-
men“ einzustufen. 
3.2.7.3 Vergleich der Wirkungen einzelner Zytostatika in verschiedenen Zellsystemen 
Ein anderer Blickwinkel bei der Datenanalyse ist die Quantifizierung substanzabhängiger, zelllinienüber-
greifender Effekte. Zu diesem Zweck wurden jeweils die von einem bestimmten Zytostatikum in den fünf 
verschiedenen Zellmodellen deregulierten Gene verglichen. Zum 24 h-Zeitpunkt macht dieser Vergleich 
noch nicht viel Sinn, da hier, wie unter 3.2.7.1 gezeigt, in zwei der fünf Zelllinien nur marginale Änderungen 
auftraten. Nach 72 h Behandlung hingegen waren die Effekte in allen Zellen quantitativ ausgeprägt. 
Auch hier ist die Anzahl der möglichen Vergleiche sehr hoch, da ja sämtliche Zellsysteme sowohl paarwei-
se als auch in Dreier-, Vierer- und Fünferkombinationen auf Überlappungen untersucht werden können. 
Aus Platzgründen und im Interesse der Übersichtlichkeit können hier nicht alle Ergebnisse dieser Verglei-
che wiedergegeben werden. Deshalb sind repräsentativ für Cisplatin und Etoposid sämtliche möglichen 
Zweierkombinationen, die Dreierkombinationen der Wildtyp-p53-Zellen und die Zahl der allen fünf Zellsys-
temen gemeinsamen Gene als Venn-Diagramme dargestellt (Abb. 3-17). Für die anderen Zytostatika er-
gab sich ein analoges Bild. 
 




Abb. 3-17: Anzahl der nach 72 h Zytostatikabehandlung deregulierten Gene und ihre Übereinstimmung zwischen verschiedenen Zellmo-
dellen am Beispiel von Cisplatin und Etoposid. 
Farbgebung der als Kreisflächen dargestellten Zelllinien: A549 blau, MCF-7 rot, HMEC grün, HT-29 gelb, MDA-MB-231 violett. 
Die Anzahl der induzierten Gene ist in roter Schriftfarbe, die der reprimierten Gene in blauer Schriftfarbe angegeben 
A1: Anzahl der durch Cisplatin induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen je zwei Zellmodellen. 
A2: Anzahl der durch Cisplatin induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen den drei Zellmodellen mit Wildtyp-p53. 
A3: Anzahl der durch Cisplatin in allen fünf Zellmodellen induzierten bzw. reprimierten Gene. 
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B1: Anzahl der durch Etoposid induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen je zwei Zellmodellen. 
B2: Anzahl der durch Etoposid induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen den drei Zellmodellen mit Wildtyp-p53. 
B3: Anzahl der durch Etoposid in allen fünf Zellmodellen induzierten bzw. reprimierten Gene. 
 
An der Existenz von Schnittmengen kann abgelesen werden, dass Ähnlichkeiten zwischen den von einem 
bestimmten Zytostatikum in verschiedenen Zellen hervorgerufenen Änderungen bestehen. Die Größe der 
Schnittmengen im Verhältnis zur Gesamtzahl der geänderten Gene macht deutlich, dass erhebliche Über-
einstimmungen zwischen den Wildtyp-p53-Zellen vorhanden sind, insbesondere zwischen den reprimierten 
Genen. Geringere Überschneidungen bestehen zwischen den Zelllinien mit mutantem p53 und bei Verglei-
chen von Zellen mit und ohne funktionelles p53. Die Zahl der in allen fünf Zellmodellen durch ein bestimm-
tes Zytostatikum deregulierten Gene ist nahezu null (vgl. Abb. 3-17A3 und B3). Es gibt keine eindeutigen 
Anhaltspunkte, dass sich die differenziell exprimierten Gene in von Brusttumoren und/oder gesunden 
Brustepithelzellen abgeleiteten Zellen (MCF-7, MDA-MB-231 und HMEC) stärker ähneln als im Vergleich 
zu aus anderen Ursprungsgeweben stammenden Zellen. 
Man könnte vermuten, dass es sich bei den in mehreren Zelllinien übereinstimmend modulierten Genen 
um ein substanzspezifisches Profil handelt. Vergleicht man aber die Gene, die in den Schnittmengen aus 
zwei Zellmodellen liegen, mit denjenigen, die innerhalb der jeweiligen Zellsysteme von mindestens vier 
Substanzen beeinflusst wurden (den sog. „gemeinsamen“ Genen), stellt man sehr große Übereinstimmun-




























Anzahl der von Eto in A 
und B induzierten Gene 45 21 13 34 52 10 18 7 12 51 
hiervon gehören zu den 
gemeinsamen Genen von 
Zelllinie A 
40 19 10 30 41 8 14 4 12 31 
hiervon gehören zu den 
gemeinsamen Genen von 
Zelllinie B 
33 19 9 15 26 5 8 2 7 17 
Anzahl der von Eto in A 
und B reprimierten Gene 245 114 120 11 26 15 43 3 8 46 
hiervon gehören zu den 
gemeinsamen Genen von 
Zelllinie A 
231 112 117 8 24 14 36 1 7 27 
hiervon gehören zu den 
gemeinsamen Genen von 
Zelllinie B 
232 113 118 4 13 4 23 2 3 29 
Tab. 3-5: Vergleich der nach 72 h durch Etoposid deregulierten mit den „gemeinsamen” Genen jedes Zellsystems. 
Die Aufstellung der induzierten Gene ist in roter, die der reprimierten Gene in blauer Schriftfarbe dargestellt. Für jeden paarweisen Vergleich zweier 
Zellsysteme (bezeichnet mit A und B) ist die Zahl der übereinstimmend durch Etoposid induzierten bzw. reprimierten Gene genannt. In den darun-
ter liegenden Zeilen ist angegeben, wie viele dieser Gene zu den „gemeinsamen“ Genen des jeweiligen Zellsystems gehören. 
 
Zum besseren Verständnis sollen zwei Beispiele erläutert werden: Nach 72 h Etoposidbehandlung wurden 
45 bestimmte Gene sowohl in A549- als auch in MCF-7-Zellen hochreguliert. Vergleicht man diese Gene 
mit den „gemeinsamen“ deregulierten Genen in A549-Zellen, so findet man 40 Gene davon wieder, und 33 
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Gene stimmen mit den „gemeinsamen” Genen von MCF-7-Zellen überein. Von den in MCF-7- und HMEC-
Zellen durch Etoposid reprimierten Genen sind 120 identisch. 117 von ihnen gehören zu den „gemeinsa-
men” Genen von MCF-7-Zellen und 118 zu denen von HMEC-Zellen. 
Insgesamt betrachtet zählt ein sehr hoher Anteil der Gene, die von Etoposid in jeweils zwei Zellmodellen 
gleichermaßen dereguliert wurden, zu den „gemeinsamen“ Genen. Dies gilt für alle Vergleiche und in be-
sonderem Ausmaß für die Zellen mit Wildtyp-p53-Protein. Bei diesen finden sich, wie anhand der genann-
ten Beispiele verdeutlicht wird, nahezu alle von Etoposid regulierten Gene aus den paarweisen Zellverglei-
chen in den „gemeinsamen“ Genen wieder; sie sind somit nicht als Etoposid-spezifisch einzustufen. 
 
Für die anderen Zytostatika ergab sich ein sehr ähnlicher Gesamteindruck, bei keiner Substanz konnte ein 
zelllinienübergreifendes substanzspezifisches Muster gefunden werden. Allenfalls ist denkbar, dass einzel-
ne Zytostatika Effekte hervorrufen, die gleichzeitig substanz- und zellspezifisch sind. Für einige Substanz-
Zellmodell-Kombinationen konnten solche spezifischen Effekte gefunden werden, auf diese wird in 3.2.9 
näher eingegangen. 
3.2.8 Funktionelle Analyse der in der Genexpressionsanalyse identifizierten 
„gemeinsamen“ Gene  
Mittels Datenbank- und Literaturrecherchen wurden die durch die Mehrzahl der Zytostatika induzierten und 
reprimierten „gemeinsamen“ Gene hinsichtlich ihrer biologischen Funktionen und ihrer transkriptionellen 
Regulation charakterisiert, soweit dies aufgrund der Datenlage möglich war. 
Diese Analysen ergaben deutliche Hinweise, dass durch die Zytostatikabehandlung definierte zelluläre 
Signalwege und Prozesse aktiviert oder inaktiviert wurden. Zahlreiche Änderungen konnten direkt auf be-
stimmte Transkriptionsfaktoren zurückgeführt werden, bei vielen anderen Genen ist eine Koregulation auf-
grund ihres biologischen Zusammenhangs wahrscheinlich, jedoch nicht aus der Literatur zu belegen. Wäh-
rend manche dieser funktionell zusammenhängenden Effekte zelltypspezifisch waren, betrafen andere 
mehrere Zellsysteme. So konnte beispielsweise in den Zellen mit Wildtyp-p53-Protein eine prominente 
p53-abhängige Antwort detektiert werden, was unter 3.2.8.1 noch detailliert beschrieben wird. Andererseits 
konnte eine Aktivierung von Komponenten des Immunsystems hauptsächlich in HT-29-Zellen beobachtet 
werden, in geringerem Maße auch in anderen Zelllinien (s. 3.2.8.4). Eine zytostatikavermittelte Repression 
von Genen, die mit der sog. Unfolded protein response zusammenhängen, wurde ausschließlich in der 
Zelllinie MDA-MB-231 festgestellt (s. 3.2.8.6). 
 
Die funktionellen Kategorien, auf die im Folgenden näher eingegangen wird, sind: 
- p53-Targets (3.2.8.1) 
- Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Gene (3.2.8.2) 
- Gene mit Funktionen in der RNA-Prozessierung (3.2.8.3) 
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- Zytokine und zytokinresponsive Transkripte (3.2.8.4) 
- Adhäsionsmoleküle (3.2.8.5) 
- Gene der Unfolded Protein Response (3.2.8.6) 
- Gene mit Funktionen in Migration, Invasion und Metastasierung (3.2.8.7) 
- Gene, die pro- und antiapoptotische Effektoren kodieren (3.2.8.8) 
Für den Großteil dieser Kategorien wurden Tabellen erstellt, die alle zugehörigen deregulierten Gene ent-
halten und eine kurze Beschreibung ihrer biologischen Funktion enthalten. Diese Tabellen finden sich im 
Anhang (Kapitel 6). 
3.2.8.1 Differenzielle Expression von p53-Targets 
Der Befund, dass nach Zytostatikaexposition eine auffallend große Zahl deregulierter Gene zwischen den 
verschiedenen Zellmodellen mit Wildtyp-p53-Protein übereinstimmt, legt nahe, dass p53 für diese 
transkriptionellen Änderungen eine wichtige Bedeutung besitzt. Zudem ist in der Literatur hinreichend be-
schrieben, dass genotoxischer Stress zur Aktivierung von p53 führt (s. 3.1.5). 
In der Tat stellte sich bei der genaueren Evaluierung der „gemeinsamen“ Gene in den Datensätzen von 
MCF-7-, A549- und HMEC-Zellen heraus, dass viele von ihnen bereits als transkriptionelle Targets von p53 
beschrieben worden sind. Es wurden sowohl viele nach Zytostatikaexposition induzierte Gene gefunden, 
die bekanntermaßen durch p53 transaktiviert werden können, als auch zahlreiche p53-reprimierbare Gene, 
die durch die Behandlung ebenfalls in die erwartete Richtung moduliert wurden. Diese p53-abhängige 
Antwort war in MCF-7- und A549-Zellen bereits nach 24 h Behandlung festzustellen und verstärkte sich 
nach 72 h, während sie in HMECs, die ja nach 24 h generell nur schwache Effekte zeigten, erst nach 72 h 
messbar wurde. Auch zu diesem späteren Zeitpunkt waren in HMECs deutlich weniger p53-Targets diffe-
renziell exprimiert als in A549- und MCF-7-Zellen. 
Tab. 6-1 (S. 242) liefert eine Zusammenstellung der in mindestens einem der drei Wildtyp-p53-Zellsysteme 
zu mindestens einem Behandlungszeitpunkt als „gemeinsam“ hochreguliert identifizierten p53-transakti-
vierbaren Targets und ihrer biologischen Funktionen, soweit bekannt. 
In Tab. 6-2 (S. 248) sind diejenigen Gene aufgelistet, die laut Literatur nach p53-Aktivierung transkriptionell 
reprimiert werden und in mindestens einem Zellmodell mit Wildtyp-p53-Protein nach 24 und/oder 72 h zu 
den „gemeinsamen“ herabregulierten Genen gehörten. 
3.2.8.1.1 p53-regulierbare Targets, die auch in Zellen mit mutantem p53 differenziell exprimiert 
waren 
Nur in sehr wenigen Fällen konnte eine Induktion p53-abhängiger Gene auch in Zellen mit mutantem p53 
festgestellt werden. Bei diesen Genen handelt es sich um p21, FAS und G1P2. 
Der Zellzyklusinhibitor p21 wurde abgesehen von den Tumorzellen mit Wildtyp-p53-Protein auch in HT-29- 
und MDA-MB-231-Zellen durch die Zytostatikabehandlung induziert. Zahlreiche Berichte in der Literatur 
belegen, dass p21 durchaus auch p53-unabhängig induziert werden kann, u. a. nach DNA-Schädigung. 
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Dies kann z. B. durch Transkriptionsfaktoren der E2F-, SMAD- und STAT-Familie vermittelt werden [58-60]. 
Allerdings fiel das Ausmaß der p21-Induktion in den Tumorzelllinien mit Wildtyp-p53 deutlich stärker aus, 
der p21-Spiegel war meist um das 5- bis 15-fache erhöht, während in den Zellen mit mutantem p53 maxi-





























































Abb. 3-18: Expression von p21 nach Zytostatikabehandlung in Wildtyp-p53-Zellen (A) und p53-mutanten Zellen (B)8. 
 
In den HMEC-Zellen war nach 24 h noch nahezu keine Veränderung der p21-Expression festzustellen; 
auch nach 72 h sind nur bei zwei Zytostatika, nämlich Cisplatin und 5-FU, die Filterkriterien für eine signifi-
kante Induktion erfüllt. Außerdem war der Ausgangsspiegel von p21 in den unbehandelten HMEC-
Kontrollen bereits auffallend hoch, sodass möglicherweise von diesem Niveau aus keine wesentlich stärke-
re Induktion möglich war. 
 
Auch die Expression des Death receptors FAS, der eine zentrale Rolle bei der Einleitung der Apoptose 
spielt, wurde sowohl in Zellen mit Wildtyp- als auch mit mutiertem p53-Protein durch die Zytostatika herauf-
reguliert. 
 
Abb. 3-19: Die Lage der vier Affymetrix-Probe Sets für FAS auf der Transkriptvariante 1. 
Der überspannte Sequenzbereich ist jeweils als durchgezogene Linie dargestellt. Jedes Kästchen repräsentiert ein 25meres Oligonukleotid, je 11 
bilden ein Probe Set. Die beiden Probe Sets 215719_x_at und 216252_x_at detektieren überlappende Sequenzbereiche. Die hellblauen Dreiecke 
symbolisieren alternative PolyA-Enden. 
                                                 
8
 In Balkendiagrammen von Affymetrix-Genexpressiondaten stellt jeder Balken stets den Mittelwert aus Triplikaten bzw. Duplikaten dar. Signale, die 
als marginal oder absent, also nicht verlässlich detektierbar, eingestuft wurden, sind stets grau schraffiert dargestellt. 
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Auf dem Affymetrix GeneChip® Array HG-U133A befinden sich vier Probe Sets für FAS, die unterschiedli-
che Sequenzabschnitte seiner mRNA detektieren. Diese liegen teils im 3’-Bereich (Affymetrix-ID 
204780_s_at und 204781_s_at), teils im mittleren Bereich (Affymetrix-ID 215719_x_at und 216252_x_at). 
Es existieren mindestens acht verschiedene Spleißvarianten des FAS-Transkripts und jedes der genann-
ten Probe Sets detektiert mehrere unterschiedliche Isoformen, jedoch gibt es kein Probe Set, das alle Iso-
formen erfasst. In Abbildung Abb. 3-19 ist die Lage der vier Probe Sets auf der häufigsten Transkriptvarian-
te 1 gezeigt. 
Alle vier Probe Sets zeigen qualitativ übereinstimmende Veränderungen der Signalhöhe von FAS an, wie 
beispielhaft für MCF-7/24 h dargestellt (Abb. 3-20A). Am verlässlichsten erscheint aus theoretischen Über-
legungen das Probe Set 204780_s_at, da es einerseits relativ weit am 3’-Ende liegt (d. h. es ist auch dann 
geeignet, wenn bei der Reversen Transkription keine Volle-Länge-cDNA entstanden ist), andererseits 5’-
seitig zu beiden alternativen PolyA-Enden. In der Tat liefert dieses Probe Set durchgängig höhere Signale 
als die anderen drei, was nahe legt, dass es auch verkürzte cRNAs und/oder eine größere Anzahl an Iso-
formen detektiert. 
In HT-29-Zellen war FAS erst nach 72 h Zytostatikabehandlung hochreguliert, und in HMEC- und MDA-MB-
231-Zellen war keine allgemeine Induktion von FAS zu beobachten, sondern jeweils nur durch ein oder 
zwei Zytostatika. In Abb. 3-20B und C sind die Ergebnisse in allen Zellmodellen anhand des Probe Sets 
204780_s_at gezeigt. Wie im Fall von p21 war auch bei FAS die Induktion in A549- und MCF-7-Zellen we-

















































































Abb. 3-20: Expression von FAS nach Zytostatikabehandlung. 
A: Signalhöhen der vier Probe Sets für FAS in MCF-7-Zellen nach 24 h Zytostatikabehandlung. B: Signalhöhen des Probe Sets 204780_s_at in 
den Wildtyp-p53-Zellsystemen. C: Signalhöhen des Probe Sets 204780_s_at in den p53-mutanten Zellsystemen. 
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An der Induktion von FAS in Zellen mit mutantem p53-Protein lässt sich ablesen, dass dieses Gen nicht 
ausschließlich durch p53 transkriptionell aktiviert werden kann. In der Tat gibt es diverse experimentelle 
Befunde, dass FAS auch p53-unabhängig hochreguliert werden kann, u. a. ist dies für HT-29-Zellen nach 
Behandlung mit Adriamycin, 5-FU, Camptothecin, Cisplatin und Mitomycin C beschrieben worden [61, 62]. 
 
G1P2 ist eigentlich ein interferonresponsives Gen, das ein an der antiviralen Immunabwehr beteiligtes Pro-
tein kodiert, es kann aber auch durch p53 transaktiviert werden [38, 63, 64]. Insofern ist verständlich, wa-
rum es sowohl in MDA-MB-231-Zellen, hier als Teil der Aktivierung der Immunantwort nach Zytostatikabe-
handlung (s. 3.2.8.4) als auch in den Zellen mit Wildtyp-p53-Protein einschließlich HMEC induziert wurde. 
 
Unter den p53-reprimierbaren Genen in Tab. 6-2 sind ebenfalls nur sehr wenige, die auch in einer Zelllinie 
mit mutantem p53 von mehreren Zytostatika herabreguliert wurden. Mit HT-29 gibt es keine einzige Über-
einstimmung, und nur vier Gene gehören auch in MDA-MB-231-Zellen zu den „gemeinsamen“ reprimierten 
Genen. Diese sind CDC20, PLK1 (polo-like kinase 1), SCD (Stearoyl-CoA-Desaturase) und SLCO4A1 
(solute carrier organic anion transporter family, member 4A). CDC20 und PLK1 spielen eine bedeutende 
Rolle während der mitotischen Zellteilung (vgl. 3.2.8.2.4) und ihre Expression schwankt zellzyklusabhängig. 
Für beide ist beschrieben, dass sie auch durch Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie reguliert werden, 
somit wird verständlich, dass ihr mRNA-Spiegel auch p53-unabhängig verändert sein kann [65]. Zur mögli-
chen transkriptionellen Regulation des an der Synthese ungesättigter Fettsäuren beteiligten Enzyms SCD 
und des Anionentransporters SLCO4A1 fanden sich keine Literaturdaten. Aufgrund ihrer physiologischen 
Rolle im Basisstoffwechsel ist jedoch anzunehmen, dass sie nicht ausschließlich durch p53 und somit 
stressabhängig moduliert werden, sondern ihre Expression unter Normalbedingungen anderen Regulati-
onsmechanismen unterliegt. 
3.2.8.1.2 Beispiele wichtiger Effektoren der p53-abhängigen Antwort auf die Zytostatikaexposition 
Die p53-regulierten Gene können häufig in funktionellen Zusammenhang mit p53-vermittelten Stressreak-
tionen der Zelle wie Wachstumsarrest, programmiertem Zelltod oder Seneszenz gebracht werden (vgl. 
3.1.3). Die Daten zur zytostatikavermittelten Induktion von p21, das als zentraler Vermittler des p53-
abhängigen G1-Arrests, aber auch von G2-Arrest und Seneszenz fungiert, wurden bereits gezeigt (Abb. 
3-18). Ein weiteres am Zellzyklusarrest beteiligtes p53-induzierbares Targets ist GADD45A, dieses spielt 
hauptsächlich beim G2-Checkpoint eine Rolle. In A549-Zellen war GADD45A bereits nach 24 h Zytostati-
kabehandlung hochreguliert; dieser Effekt verstärkte sich nach 72 h noch weiter (Abb. 3-21A). In MCF-7 
waren zwar erst nach 72 h für vier der sechs Substanzen die Filterkriterien erfüllt, das Diagramm zeigt aber, 
dass seine Expression auch nach 24 h schon durch fast alle Behandlungen erhöht wurde, jedoch den 
Schwellenwert für die Signalhöhe (≥ 50) nicht in allen Fällen erreichte (Abb. 3-21B). In den übrigen Zellsys-
temen einschließlich HMECs konnte keine Induktion von GADD45A beobachtet werden (Daten nicht ge-
zeigt). 



















































Abb. 3-21: Expression von GADD45A in A549-Zellen (A) und MCF-7-Zellen (B) nach Zytostatikabehandlung. 
 
Ein weiterer Wachstumsinhibitor, dessen Expression durch p53 gesteuert wird und der in den Wildtyp-p53-
Zellsystemen durch Zytostatikabehandlung induziert wurde, ist GDF15 (growth differentiation factor 15), ein 
Mitglied der TGFβ-Familie, das auch unter den Bezeichnungen PLAB, MIC-1 oder prostate differentiation 
factor bekannt ist. In den beiden Tumorzelllinien war es nach 24 und 72 h massiv hochreguliert, in HMEC-
Zellen jedoch weniger stark (Abb. 3-21A). GDF15 kann die Zellproliferation hemmen und war in einem Xe-
nograftmodell in der Lage, die Tumorigenität einer malignen Zelllinie komplett zu unterdrücken. Zudem 
kann es einen Verlust der Substratadhäsion mit anschließender Apoptose (sog. Anoikis) bewirken und wird 
auch p53-unabhängig durch Stressfaktoren wie z. B. Hypoxie induziert [14, 66, 67]. In zahlreichen Studien 
wurde die Zunahme seiner Expression nach Zytostatikabehandlung beschrieben, meist im Zusammenhang 
mit p53 [38, 68, 69]; es wurde sogar als sezernierter Biomarker für die Aktivierung des p53-Signalwegs 
vorgeschlagen [70]. Eine Induktion von GDF15 in den Zelllinien mit mutantem p53 konnte ausschließlich 



























































Abb. 3-22: Expression von GDF15 in Wildtyp-p53-Zellen (A) und Zellen mit mutantem p53 (B) nach Zytostatikabehandlung. 
 
Zu den am Zelltod beteiligten p53-Targets zählen Rezeptoren der tumor necrosis factor receptor-(TNFR)-
Superfamilie wie FAS (s. 3.2.8.1.1) und DR5/KILLER (HUGO: TNFRSF10B9). Diese aktivieren den extrin-
sischen Weg der Apoptose, indem sie die Bildung des DISC (death-inducing signaling complex) stimulieren, 
                                                 
9
 Gene, die im analysierten Datensatz dereguliert sind und deren Gensymbol gemäß HUGO-Nomenklatur eher ungebräuchlich ist, werden unter 
ihrer gängigen Bezeichnung beschrieben. Das offizielle Symbol wird jedoch bei der erstmaligen Nennung in Klammern angegeben. In den Tabellen 
im Anhang (Kap. 0) sind diese Gene alphabetisch gemäß ihrem HUGO-Symbol eingeordnet, der gängige Name i
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was die Aktivierung der Caspasekaskade nach sich zieht. Die Expression von DR5 wurde in A549-Zellen 
bereits nach 24 h Zytostatikaexposition induziert, in MCF-7 durch die Mehrzahl der Substanzen erst nach 
72 h (Abb. 3-23). In den übrigen Zellsystemen war keine Änderung der Transkriptmenge von DR5 feststell-




























Abb. 3-23: Expression von DR5 in A549- und MCF-7-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
 
Des Weiteren transaktiviert p53 auch proapoptotische Mitglieder der BCL2-Familie, die den sog. intrinsi-
schen Weg der Apoptose vermitteln, indem sie die Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus den Mito-
chondrien auslösen. Zu diesen gehören u. a. BAX, NOXA (HUGO: PMAIP1) und PUMA (HUGO: BBC3), 
welche als wichtige Vermittler der p53-abhängigen Apoptose eingestuft werden. Wie in Abb. 3-24A, B und 
C dargestellt, war NOXA in A549-Zellen bereits nach 24 h Zytostatikabehandlung induziert, nach 72 h stie-
gen auch die Transkriptmengen von BAX und PUMA in dieser Zelllinie im Vergleich zu den Kontrollproben 
deutlich an. In MCF-7-Zellen blieb ihre Expression jedoch weitgehend konstant. Auch in HMECs und den 







































































Abb. 3-24: Expression von NOXA (A), BAX (B) und PUMA (C) in A549- und MCF-7-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
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Abb. 3-25 stellt schematisch die alternativen Apoptosemechanismen dar, an denen die genannten Proteine 
beteiligt sind. 
 
Abb. 3-25: Einleitung der Apoptose durch verschiedene zelluläre Mechanismen. 
Extrinsischer Weg (links): Die Death receptors der TNFR-Familie (u. a. FAS, DR4 und DR5) werden durch ihre Liganden aktiviert und stimulieren 
die Bildung des DISC (death-inducing signaling complex), welcher u. a. das Adaptorprotein FADD und Procaspase-8 enthält. Letztere wird hierbei 
zur aktiven Caspase-8 gespalten. Je nach Zelltyp werden entweder ausreichend hohe Spiegel von Caspase-8 erzeugt, welche direkt eine Kaskade 
von Effektorcaspasen zu aktivieren vermag, oder es muss eine Signalverstärkung durch Caspase-8-vermittelte Spaltung des BCL2-
Familienmitglieds BID stattfinden. Das BID-Fragment tBID kooperiert mit BAX und BAK und fördert deren Effekte auf die Mitochondrienmembran. 
Intrinsischer Weg (rechts): Ausgelöst durch verschiedene Stimuli werden proapoptotische BH3 domain-only-Proteine aktiviert, die alle zur BCL2-
Familie gehören (u. a. BID, BAD, BIM, NOXA und PUMA). Diese erleichtern die Bildung von Heterodimeren aus weiteren proapoptotischen BCL2-
Proteinen, insbesondere BAX und BAK, die sich in Form von Poren in die äußere Mitochondrienmembran einlagern. Infolgedessen werden 
zahlreiche Faktoren freigesetzt, zu denen Cytochrom c, Smac/DIABLO (ein Inhibitor der antiapoptotischen IAPs), AIF (apoptosis-inducing factor) 
und Endo-G (Endonuklease-G) gehören. Antiapoptotische Mitglieder der BCL2-Familie wie BCL2 und BCL-xL wirken diesen Vorgängen entgegen. 
Der Austritt von Cytochrom c führt einerseits zur weiteren Destabilisierung der Mitochondrien, andererseits ist er essenziell für die Entstehung des 
Apoptosoms aus Procaspase-9 und Apaf-1 (apoptotic protease activating factor). Die Aktivierung von Procaspase-9 führt wiederum zur 
aktivierenden Spaltung von Effektorcaspasen.10 
Die beschriebenen Signalwege führen letztlich alle zum Tod der Zelle. [71] 
 
Ein funktionell sehr interessantes p53-reprimiertes Gen ist Survivin (HUGO: BIRC5), welches zur Familie 
der IAP-Proteine (inhibitors of apoptosis) gehört. Auch Survivin ist auf dem Affymetrix GeneChip® Array 
HG-U133A durch mehrere Probe Sets vertreten und stellvertretend werden die beiden am nächsten zum 
3’-Ende der mRNA liegenden Sets gezeigt (Abb. 3-26). Sie zeigen qualitativ übereinstimmend an, dass 
                                                 
10
 Wird in einer Abbildung ein Gensymbol verwendet, das nicht der HUGO-Nomenklatur entspricht (wie hier z. B. im Fall von AIF, das offiziell als 
PDCD8 bezeichnet werden müsste), so wird das offizielle Symbol nur dann angegeben, wenn das betreffende Gen im analysierten Datensatz de-
reguliert ist. 
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Survivin durch die Mehrzahl der Zytostatika in allen drei Zellsystemen mit Wildtyp-p53-Protein nach 72 h 
deutlich herabreguliert wurde. Zum 24 h-Zeitpunkt waren in A549-Zellen die Kriterien für eine Repression 
bereits von drei Zytostatika erfüllt, in MCF-7 und HMEC lässt sich immerhin eine Tendenz zur Reduktion 







































































Abb. 3-26: Expression von Survivin in Wildtyp-p53-Zellen, gezeigt anhand der Signalhöhen der Probe Sets 202094_at (A) und 
202095_s_at (B). 
 
Es gibt Hinweise, dass Survivin im Gegensatz zu den anderen IAPs nicht direkt die Aktivität von Caspasen 
inhibiert (vgl. Abb. 3-25), sondern seinen antiapoptotischen Effekt hauptsächlich durch die Kontrolle mitoti-
scher Prozesse ausübt. Es reguliert die Chromosomensegregation, ist am Spindelcheckpoint beteiligt und 
verhindert die sog. mitotische Katastrophe (mitotic catastrophe). Ein Verlust von Survivin führt zu aberran-
ten Mitosen und letztlich zum Zelltod [72]. Mehrere Publikationen konnten eine direkte Repression der 
Promotoraktivität von Survivin durch aktiviertes p53 zeigen [73]. Da die Expression von Survivin durch E2F 
stimuliert werden kann [74] und das p53-Response-Element mit einer Bindungsstelle für E2F überlappt, 
wurde als möglicher Mechanismus die Verdrängung dieses aktivierenden Transkriptionsfaktors durch p53 
vorgeschlagen [16]. Es finden sich außerdem Berichte in der Literatur, die eine Reduktion der Survivin-
mRNA nach Zytostatikaexposition bestätigen. So konnten zwei Studien mit Hilfe von DNA-Arrays zeigen, 
dass Adriamycin bzw. das Taxan Docetaxel und der Antimetabolit Furtulon die Expression von Survivin in 
Zellen mit Wildtyp-p53-Protein (HCT-116 bzw. LNCaP) herabregulieren [14, 75]. Interessanterweise 
scheint Survivin selbst in das p53-MDM2-Netzwerk einzugreifen. Es wurde beschrieben, dass ektop expri-
miertes Survivin die Konzentration von p53 auf mRNA- und Proteinebene erniedrigt und die Expression der 
p53-Homologe ∆Np63, TAp73 und ∆Np73 erhöht. Die Reduktion des p53-Proteinlevels konnte zumindest 
teilweise auf einen gesteigerten MDM2-vermittelten Abbau zurückgeführt werden, da Survivin die durch 
Caspasen vermittelte Spaltung von MDM2 inhibiert [76]. Indem p53 die Expression von Survivin reprimiert, 
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3.2.8.1.3 Auswertung der Literatur zur p53-abhängigen transkriptionellen Regulation 
Wie jeweils aus den Spalten „p53-Regul.“ von Tab. 6-1 und Tab. 6-2 ersichtlich ist, diente eine ganze Rei-
he von Veröffentlichungen als Quelle für die Informationen, welche Gene auf Transkriptionsebene durch 
p53 reguliert werden. In Summe wurden 55 Publikationen ausgewertet, von denen mehrere [8, 16, 63, 77-
80] in einem globalen Ansatz eine Vielzahl von p53-Targets identifizieren konnten. Eine Auswahl aus den 
verwendeten Techniken gibt Tab. 3-6 wieder. 
 
Zellsystem Details Messmethode Quelle 
H1299 p53(-/-), 
transfiziert mit temperatursensitiver 
p53-Mutante 
Unterscheidung zwischen primären und sekun-




Infektion zur Expression von exo-
genem p53 in verschiedenen Zell-
linien 
Vergleich fünf verschiedener Zelllinien; Unter-
suchung der Induzierbarkeit durch Zytostatika 
und der Abhängigkeit dieser Induktion von 
endogenem p53 
SAGE (serial analysis of 
gene expression); Bestäti-
gung durch Northern Blots 
[78] 
zinkinduzierbares System zur Ex-
pression von exogenem p53 in EB-
1-Zellen 
Untersuchung der dosisabhängigen Induktion 
von p53-Targets; 
Vergleich mit Genexpression nach DNA-
Schädigung durch γ- und UV-Bestrahlung 
Oligonukleotid-Array [63] 
Adenovirus-basierte Expression 
von p53 in verschiedenen Zellli-
nien 
parallel bioinformatische Identifikation („in sili-
co-Vorhersage") von p53-Response-Elementen 
im humanen Genom;Schnittmenge der beiden 
Ansätze dürfte laut Autoren mit tatsächlichen 
p53-Targets angereichert sein 
cDNA-Array; Bestätigung 
ausgewählter Ergebnisse 
mittels ChIP (chromatin 
immunoprecipitation) 
[1, 80] 
p53-sensitive Zelllinie ECV-304 
(Wildtyp-p53) und durch wiederhol-
te Infektion mit p53-Adenovirus 
abgeleitete p53-resistente Zelllinie 
DECV 
Vergleich der Genexpressionsprofile von p53-
sensitiven und -resistenten Zellen 
cDNA-Array [81] 
Zelllinie mit Wildtyp-p53 und ent-
sprechende Knock-out-Linie (HCT-
116 +/+ und -/-) 
Behandlung mit Topotecan; Identifizierung von 
p53- und/oder Topotecan-abhängig induzierten 
oder reprimierten Genen 
cDNA-Array [38] 
Zelllinie mit induzierbarem exoge-
nem p53 (lac-Operon) 
 Differential display [79] 
p53(-/-)-Zelllinie, infiziert mit p53-
Adenovirus 
 cDNA-Array [79] 




Zelllinie mit Wildtyp-p53 und ent-
sprechende Knock-out-Linie (HCT-
116 +/+ und -/-) 
Behandlung mit 5-FU; Identifizierung der in 
p53-abhängiger Weise durch 5-FU deregulier-
ten Gene; 
Cycloheximid hemmte in dieser Studie die Ak-
kumulation von p53! 
Oligonukleotid-Array [16] 
HCT-116 p53(-/-), transfiziert mit 
Wildtyp-p53-Vektor oder Gain-of-
function-p53-Mutanten 
 cDNA-Array [8] 
Tab. 3-6: Studien mit dem Ziel der Identifikation transkriptioneller Targets von p53. 
 
In diesen Berichten wurden insgesamt über 1.200 verschiedene p53-Targets beschrieben, ca. 35 % davon 
als p53-induzierbar11. Jede dieser Studien lieferte einen anderen Satz mutmaßlicher p53-Targets, wobei 
sich manche Gene in allen oder nahezu allen Untersuchungen finden ließen, während andere nur unter 
ganz bestimmten Bedingungen identifiziert wurden. Als mögliche Gründe für die Heterogenität der Ergeb-
nisse sind denkbar: 
                                                 
11
 Einige neuere Publikationen konnten die Zahl p53-reprimierbarer Gene stark erweitern. In diesen Studien wurde gefunden, dass p53 weitaus 
mehr Gene reprimiert als transaktiviert [8, 16, 80]. 
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- die Verwendung verschiedener Zellsysteme, in denen das p53-Protein unterschiedliche Targets dif-
ferenziell reguliert (beispielweise aufgrund von Unterschieden im Vorhandensein p53-modifizieren-
der Enzyme oder transkriptioneller Kofaktoren), 
- unterschiedliche p53-Spiegel, sowohl hinsichtlich der Gesamtkonzentration an p53-Protein als auch 
seiner Aktivierung durch verschiedene posttranslationale Modifikationen; 
insbesondere das Vorliegen unphysiologisch hoher Spiegel von exogenem p53-Protein, sodass 
dieses möglicherweise aberrant an Promotoren bindet, 
- methodische Unterschiede, wie die Verwendung verschiedener Messmethoden oder das Zugrunde-
legen unterschiedlicher Schwellenwerte für eine signifikante Induktion oder Repression. 
 
Da bei jeder weiteren Studie mit veränderter Methodik und anderem biologischen Modellsystem neue Tar-
gets von p53 gefunden werden, ist anzunehmen, dass der Satz p53-regulierbarer Gene in Zukunft noch 
erweitert werden kann. Zumindest ein Teil der bisher identifizierten und noch zu erwartenden Kandidaten 
dürfte auch in vivo unter Stressbedingungen in der Zelle differenziell exprimiert werden. 
Die Vermutung liegt nahe, dass unter den durch die Zytostatika differenziell regulierten „gemeinsa-
men“ Genen noch weitere sind, die durch p53 induziert oder reprimiert werden, in dieser Hinsicht aber 
noch nicht in der Literatur beschrieben sind. Insbesondere Gene mit p53-Response-Elementen sind Kandi-
daten für eine direkte p53-Regulation. Basierend auf einer Studie von Wang et al., in der das humane Ge-
nom auf das Vorhandensein von p53-Response-Elementen in Promotorregionen oder Intronsequenzen un-
tersucht wurde [1], kann für einige der durch Zytostatikabehandlung modulierten Gene spekuliert werden, 
dass sie tatsächlich unter physiologischen Bedingungen von p53 reguliert werden. 
 
Als Beispiele werden im Folgenden je ein induziertes und reprimiertes potenzielles p53-Target herausge-
griffen: 
Das Galectin LGALS3 war nach jeweils 72 h sowohl in A549- als auch in MCF-7-Zellen durch alle sechs 

































































Abb. 3-27: Expression von LGALS3 in Zellen mit Wildtyp-p53-Protein (A) und mutantem p53 (B) nach Zytostatikabehandlung. 
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In der Promotorsequenz von LGALS3 wurde in der genannten Studie eine potenzielle p53-Bindestelle 
identifiziert. Darüber hinaus konnte auch in den RNAi-Versuchen, in denen p53 durch transkriptionelles 
Silencing von MDM2 aktiviert wurde, eine Induktion von LGALS3 in MCF-7-Zellen beobachtet werden 
(s. 3.3.6.2.1). Dies unterstützt die Vermutung, dass LGALS3 ein p53-transaktivierbares Target ist. LGALS3 
spielt eine Rolle in der Chemotaxis und Aktivierung von Immunzellen, außerdem besitzt es proangiogene 
und antiapoptotische Eigenschaften [82-85]. Diese lassen sich mit dem klassischen Bild einer p53-
vermittelten Tumorsuppression nur schwer in Einklang bringen, könnten aber Anzeichen für einen 
negativen Feedbackmechanismus sein. 
Ein möglicherweise durch p53 reprimiertes Gen ist der Transkriptionsfaktor FOXM1 (forkhead box M1), in 
dessen Promotor durch Wang et al. ebenfalls ein p53-Response-Element identifiziert wurde. Seine Expres-
sion war in A549-, MCF-7- und HMEC-Zellen jeweils nach 72 h Zytostatikabehandlung deutlich reduziert, in 





























































Abb. 3-28: Expression von FOXM1 in Zellen mit Wildtyp-p53-Protein (A) und mutantem p53 (B) nach Zytostatikabehandlung. 
 
In seiner Eigenschaft als Transkriptionsfaktor reguliert FOXM1 viele zellzyklusrelevante Gene, z. B. stimu-
liert es die Expression der Cycline B1 und D1 und der Phosphatase CDC25B [86]. Da zahlreiche an der 
Zellzyklusprogression beteiligte Gene einschließlich der drei genannten Beispiele nach der Zytostatikabe-
handlung in den Wildtyp-p53-Zellen herabreguliert waren, kann man vermuten, dass dies zumindest teil-
weise auf der Repression von FOXM1 durch p53 beruhen könnte. Für eine große Zahl von Zellzyklusge-
nen ist eine verminderte Expression nach p53-Aktivierung beschrieben, möglicherweise wird dies in man-
chen Fällen indirekt vermittelt, indem p53 ihre FOXM1-vermittelten Transaktivierung unterbindet. Sehr viele 
zellzyklusrelevante Gene werden allerdings auch durch den Transkriptionsfaktor E2F reguliert; wie unter 
3.2.8.2.6 noch detailliert erläutert wird, gibt es starke Indizien, dass eine verringerte Aktivität von E2F – 
gemeinsam mit p53 – für die Repression der Zellzyklusgene nach Zytostatikaexposition verantwortlich ist. 
3.2.8.2 Deregulation von Genprodukten mit Funktionen in Zellzyklus, Proliferation und 
DNA-Damage-Response 
In den Zellmodellen A549, HMEC und MCF-7 fällt eine massive Häufung von nach Zytostatikabehandlung 
deregulierten „gemeinsamen“ Genen auf, deren Expression bekanntermaßen zellzyklusabhängig schwankt 
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und deren Produkte in Zellzyklusprogression, Zellteilung oder die Antwort auf DNA-Schäden, die sog. 
DNA-Damage-Response, involviert sind. Der überwiegende Teil dieser Gene wurde in den genannten 
Zellmodellen durch die Zytostatika herabreguliert. Es fanden sich aber auch einige induzierte Gene aus 
den genannten Kategorien, die teilweise inhibitorische Funktionen im Zellzyklus erfüllen. 
Die Induktion bzw. Repression war bei manchen Genen bereits nach 24 h zu beobachten (besonders bei 
A549-Zellen), nach 72 h ließ sich dann in allen drei Zelltypen ein ausgeprägter Effekt mit sehr vielen dere-
gulierten Genen feststellen. Im Gegensatz hierzu wurden in den Zelllinien mit mutantem p53 kaum Gene 
beeinflusst, die im Zusammenhang mit dem Zellzyklus oder der Reaktion auf DNA-Schäden stehen, bzw. 
diese wurden teilweise in die entgegengesetzte Richtung moduliert. 
Tab. 6-3 (S. 253) enthält eine Zusammenstellung der Gene mit Funktionen in Zellzyklus oder DNA-
Damage-Response, die in mindestens einem Zellsystem mit Wildtyp-p53 zu mindestens einem Zeitpunkt 
von vier, fünf oder sechs Substanzen dereguliert wurden. Außerdem ist auch angegeben, wenn nur ein, 
zwei oder drei Zytostatika zu einer Expressionsänderung gemäß den Filterkriterien führten. Hieraus ist er-
sichtlich, dass bei einer etwas weniger stringenten Gestaltung der Filterkriterien noch mehr derartige Gene 
zu den „gemeinsamen“ Genen jeder Zellart zählen würden, da in vielen Fällen nur drei Substanzen die An-
forderungen erfüllten. 
 
In den folgenden Kapiteln werden die wichtigsten Schritte in der G1/S-Progression (3.2.8.2.1), DNA-
Replikation (3.2.8.2.2), DNA-Damage-Response (3.2.8.2.3) und Mitose (3.2.8.2.4) dargestellt und zentrale 
daran beteiligte Proteine genannt. Diejenigen Effektoren, deren Transkripte im vorliegenden Datensatz in 
mindestens einer Zellart zu den „gemeinsamen“ differenziell exprimierten zählten, sind im Text nach fol-
gendem Schema markiert: 
 
nach 24 u./o. 72 h dereguliert in: Symbol bei Induktion: Symbol bei Repression: 
 A549 [Gen]A↑ [Gen] A↓ 
 MDA-MB-231 [Gen]B↑ [Gen]B↓ 
 HT-29 [Gen]H↑ [Gen]H↓ 
 MCF-7 [Gen]M↑ [Gen]M↓ 
 HMEC [Gen]N↑ [Gen]N↓ 
 
Bei der Markierung wird aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht unterschieden, ob ein Gen nach 24 und/ 
oder 72 h Behandlung differenziell exprimiert war, dies ist jedoch Tab. 6-3 zu entnehmen. Taucht ein be-
troffenes Gen mehrfach im Text eines Unterkapitels auf, so sind die hochgestellten Symbole nur bei der 
ersten Erwähnung angegeben. Ebenfalls aus Tab. 6-3 ist ersichtlich, dass außer den im Folgenden er-
wähnten noch eine sehr große Zahl weiterer Gene, die eine Rolle im Zellzyklus oder in der DNA-Damage-
Response spielen, in den Wildtyp-p53-Zellen nach Zytostatikaexposition dereguliert war. Auf ihre Funktio-
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nen kann hier nicht ausführlich eingegangen werden, eine kurze Zusammenfassung ihrer wichtigsten Auf-
gaben sowie Daten zu ihrer zellzyklusabhängigen Expression sind jedoch in der Tabelle enthalten. 
3.2.8.2.1 G1/S-Progression 
Eine stark vereinfachte Übersicht über die Regulation des Zellzyklus durch cyclinabhängige Kinasen 
(CDKs) und ihre Interaktionspartner ist in Abb. 3-29 gezeigt. 
 
 
Abb. 3-29: Regulation der Zellzyklusprogression. 
Komplexe aus CDKs und Cyclinen regulieren die Progression durch die verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Die Dephosphorylierung der CDKs 
durch CDC25-Proteine führt zu ihrer Aktivierung, während die CDKIs inhibierend auf CDK-Cyclin-Komplexe einwirken. Ein wesentliches Steue-




Der Übergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus wird maßgeblich durch CDK2 A↓, CDK4 und 
CDK6 gesteuert. CDK2 assoziiert mit Cyclin E (Cyclin E1, Cyclin E2 M↓ N↓ (HUGO: CCNE2)) und Cyclin A 
(Cyclin A1, Cyclin A2 A↓ M↓ N↓ (HUGO: CCNA2)) und aktiviert u. a. Komponenten des präreplikativen Kom-
plexes (pre-RC) und des DNA-Polymerase/Primase-Komplexes, wodurch die DNA-Replikation initiiert wird. 
Die Aktivität der CDK2-Cyclin-Komplexe wird durch CDK-Inhibitoren (CDKIs) negativ reguliert, zu ihnen 
gehören p21 A↑ B↑ H↑ M↑, p27Kip1 und p57Kip2. Die Kinasen CDK4 und CDK6 komplexieren mit D-Typ-Cyclinen 
(Cyclin D1 A↑ N↑ (HUGO: CCND1), D2 und D3) und werden in ihrer Aktivität ebenfalls durch CDKIs ge-
hemmt, und zwar durch p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c A↓ M↓ (HUGO: CDKN2C) und p19INK4d. 
Verschiedene Mechanismen verhindern ein verfrühtes Einsetzen der DNA-Replikation: Das RB-Protein 
und weitere Proteine der RB-Familie, die auch als „Pocket-Proteine“ bezeichnet werden (p107 und p130), 
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sind während der G0- und G1-Phasen an Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie gebunden und verwan-
deln diese in Repressoren. Dadurch wird die Expression sämtlicher Cycline niedrig gehalten und somit die 
Aktivierung von CDK2, CDK4 und CDK6 verhindert. Die Transkription von D-Cyclinen kann aber nicht nur 
durch E2F, sondern auch durch diverse andere Transkriptionsfaktoren, welche von mitogenen Signalen 
abhängen, stimuliert werden. So können beispielsweise MYC-MAX-Dimere, der Wnt/β-Catenin- und der 
PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase)/AKT-Signalweg die Expression von D-Cyclinen fördern. Diese und andere 
Signalwege wirken auf komplizierte und vielfältige Weise auf die Zellzyklusmaschinerie ein, indem sie u. a. 
auch die Expression oder Aktivität von CDKIs steuern. Details sind z. B. [87] zu entnehmen. 
 
Infolge der Expression von D-Cyclinen können sich aktive Komplexe mit CDK4 und CDK6 bilden, die hy-
pophosphoryliertes RB phosphorylieren und dadurch inaktivieren. Daraufhin dissoziiert RB von E2F-Fami-
lienmitgliedern, wodurch diese transkriptionell aktiv werden können und die Expression zahlreicher Zielge-
ne anstoßen, deren Produkte für die G1/S-Transition, die DNA-Replikation, die weitere Zellzyklusprogres-
sion und die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität erforderlich sind. Zu den E2F-Targets gehört 
auch Cyclin E. Deshalb werden verstärkt CDK2-Cyclin E-Komplexe gebildet, welche ebenfalls in der Lage 
sind, RB zu phosphorylieren und somit einen positiven Feed-forward-Loop bilden [12], [87]. Diese Vorgän-
ge sind schematisch in Abb. 3-30 gezeigt. 
 
 
Abb. 3-30: Regulation der G1/S-Transition durch E2F, RB und CDK-Cyclin-Komplexe. 
In seiner hypophosphorylierten Form ist pRb (RB) aktiv und hemmt die E2F-Transkriptionsfaktoren durch Komplexbildung. Dies verhindert die 
G1/S-Progression. Durch CDK2-, CDK4- oder CDK6-Cyclin-vermittelte Phosphorylierung wird RB inaktiviert. E2F wird freigesetzt und kann eine 
Vielzahl transkriptioneller Targets aktivieren. Diese umfassen in Form eines Feed-forward-Loops auch D- und E-Cycline. 
[12], modifiziert. 
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Die Aktivierung von CDK2 wird durch Phosphorylierung via CAK, der CDK-aktivierenden Kinase (Komplex 
aus Cyclin H, CDK7 und MAT1), und der Entfernung inhibitorischer Phosphorylierungen durch CDC25-
Proteine, insbesondere CDC25A H↑ M↓, vervollständigt. Aktivierte CDK2 kann sodann p27Kip1 phosphorylie-
ren. In der Folge wird p27Kip1 polyubiquitiniert und letztlich am Proteasom abgebaut. An der Polyubiquitinie-
rung von p27Kip1 sind die F-Box-Proteine SKP1A/B, SKP2 A↓ M↓ N↓, CUL1, CKS1A und CKS1B A↓ M↓ N↓ betei-
ligt, die den Komplex SCF (SKP/CUL/F-Box-Protein) bilden [87]. In Summe bewirken diese Vorgänge den 
Eintritt der Zelle in die S-Phase des Zellzyklus. 
3.2.8.2.2 DNA-Replikation 
Während der S-Phase des Zellzyklus muss die gesamte genomische DNA der Zelle exakt einmal repliziert 
werden. Hierfür ist ein komplexes System zuständig, das das mehrfache „Feuern“ von Replikations-
ursprüngen verhindert. Dies ist für die Aufrechterhaltung der genomischen Integrität der Zelle essenziell. 
Damit ein Replikationsursprung aktiv wird, muss er mit einem Komplex aus den sogenannten MCM-
(minichromosome maintenance-)Proteinen beladen werden, der aus MCM2 A↓ M↓ N↓, MCM3 A↓ H↑ M↓ N↓, 
MCM4 A↓ M↓ N↓, MCM5 A↓ B↓ M↓ N↓, MCM6 A↓ M↓ N↓ und MCM7 A↓ M↓ N↓ besteht und vermutlich während der Re-
plikation als Helikase fungiert. Dieser Vorgang wird als Licensing bezeichnet und erfordert neben den 
MCM-Proteinen u. a. die Mitwirkung der Faktoren CDC6 A↓ M↓ N↓ und CDT1 A↓ M↓ und des Multiproteinkom-
plexes ORC (origin recognition complex, bestehend aus ORC1L A↓ M↓, ORC2L, ORC3L, ORC4L, ORC5L 
und ORC6L A↓ M↓). Gemeinsam bilden diese Proteine den präreplikativen Komplex (pre-RC). Dessen Zu-
sammenlagerung an den Replikationsursprüngen kann nur stattfinden, wenn die Aktivität von CDK-Cyclin-
Komplexen gering ist. Dies wird durch den Proteinkomplex APC (anaphase promoting complex, auch als 
Cyclosom bezeichnet) gewährleistet, da dieser E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivität besitzt und zum proteasoma-
len Abbau von mitotischen Cyclinen und Geminin A↓ M↓ N↓ (HUGO: GMNN) führt. Letzteres übt ebenfalls ei-
nen hemmenden Einfluss auf das Laden des pre-RC aus, indem es an CDT1 bindet und dieses inaktiviert. 
Die Expressionsdaten der MCM-Proteine nach Zytostatikabehandlung aller fünf Zellmodelle sind in Abb. 
3-31 gezeigt. Es ist offensichtlich, dass ihre Expression nur in den Wildtyp-p53-Zellmodellen herabreguliert 
wurde, in A549- und MCF-7-Zellen noch stärker als in HMECs. In den beiden Zelllinien mit mutiertem p53 
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Abb. 3-31: Expression der sechs im pre-RC enthaltenen MCM-Proteine nach Zytostatikabehandlung. 
A: Expression von MCM2 in Wildtyp-p53- (A1) und p53-mutanten (A2) Zelllinien. B: Expression von MCM3 in Wildtyp-p53- (B1) und p53-mutanten 
(B2) Zelllinien. C: Expression von MCM4 in Wildtyp-p53- (C1) und p53-mutanten (C2) Zelllinien. D: Expression von MCM5 in Wildtyp-p53- (D1) und 
p53-mutanten (D2) Zelllinien. E: Expression von MCM6 in Wildtyp-p53- (E1) und p53-mutanten (E2) Zelllinien. F: Expression von MCM7 in Wildtyp-
p53- (F1) und p53-mutanten (F2) Zelllinien.12 
 
Die zellulären Spiegel bzw. Aktivitäten von APC und CDK-Cyclin-Komplexen oszillieren gegenläufig. APC 
selbst wird durch mitotische CDK-Cyclin-Komplexe phosphoryliert und aktiviert und ubiquitiniert daraufhin 
Cycline. Es existieren verschiedene Formen von APC, und zwar APC/CDC20 A↓ B↓ M↓ N↓ und APC/CDH1. 
CDC20 und CDH1 binden direkt an APC und aktivieren seine Ubiquitinierungsfunktion. APC/CDC20 spielt 
eine wichtige Rolle für die Trennung der Schwesterchromatiden während der Mitose (s. 3.2.8.2.3.1). Unter 
anderem vermittelt es hierbei den ubiquitinabhängigen Abbau mitotischer CDK-Cyclin-Komplexe und kann 
in der Folge selbst nicht mehr phosphoryliert werden, d. h. es fördert letztlich seine eigene Inaktivierung. 
Der andere Interaktionspartner von APC, CDH1, wird durch CDK-abhängige Phosphorylierung gehemmt 
und kann erst nach APC/CDC20-vermittelter CDK-Inaktivierung mit APC assoziieren. Der APC/CDH1-
Komplex ubiquitiniert, abgesehen von Cyclinen, noch zahlreiche andere Substrate während der G1-Phase, 
u. a. CDC20, Bestandteile des SCF-Komplexes (CKS1A/B A↓ M↓ N↓, SKP2 A↓ M↓ N↓) und CDCA3 A↓ M↓ N↓ [88, 
89]. Nur während der späten Mitose und der frühen G1-Phase ist die APC-Aktivität hoch und die CDK-
Aktivität gering, sodass in diesem Zeitfenster das Licensing stattfinden kann. Während der weiteren Zell-
zyklusprogression verliert der APC-Komplex seine Aktivität und die für den G1/S-Übergang erforderlichen 
CDK-Cyclin-Komplexe (D-Cycline mit CDK4 und CDK6, E-Cycline mit CDK2 A↓) werden aktiv [90]. 
 
Damit die Replikationsursprünge zu feuern beginnen können, ist eine Aktivierung der pre-RCs erforderlich. 
Daran sind die Proteine ASK A↓ M↓ N↓ (activator of S phase kinase) und CDC7 M↓ wesentlich beteiligt. ASK 
bindet an CDC7 und stimuliert dessen Kinaseaktivität, woraufhin CDC7 Bestandteile des pre-RC, vermut-
lich MCM2 und MCM3, phosphoryliert [91, 92]. Der Komplex aus den MCM-Proteinen agiert vermutlich als 
Helikase, die den DNA-Doppelstrang entwindet, und ist somit essenziell für das Fortschreiten von Replika-
tionsgabeln (replication forks). Er scheint auch eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der genomi-
schen Stabilität während der S-Phase zu spielen. Der Komplex aus CDC7 und ASK sowie die MCM-
Proteine sind wichtige Targets des S-Phasen-Checkpoints (s. 3.2.8.2.3.1.) [93, 94]. 
 
An der Rekrutierung von DNA-Polymerasen und der Initiation der Replikation sind u. a. CDC45L M↓, 
MCM10 A↓ H↑ M↓ N↓ und TOPBP1 A↓ M↓ (topoisomerase II binding protein) beteiligt [95]. Eine ganze Reihe ver-
schiedener DNA-abhängiger DNA-Polymerasen vermittelt sodann im Zusammenspiel mit Primasen und Li-
gasen (z. B. LIG1 M↓) die Verdopplung der chromosomalen DNA und die Reparatur von DNA-Läsionen. Der 
Polymerase α/Primase-Komplex, der aus den Untereinheiten POLA A↓ M↓, POLA2 A↓ H↑ M↓ N↓, PRIM1 A↓ M↓ N↓ 
                                                 
12
 Für MCM4, MCM5 und MCM7 sind mehrere Probe Sets auf dem Affymetrix-Chip vorhanden, diese lieferten qualitativ übereinstimmende Ergeb-
nisse. Für die Abbildung ist jeweils eines repräsentativ ausgewählt. 
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und PRIM2A besteht, ist für die de-novo-Replikation von Leitstrang und Folgestrang zuständig [96]. DNA-
Polymerase δ (Untereinheiten D1 A↓ M↓, D2, D3 A↓ M↓, D4) spielt eine wichtige Rolle für die DNA-Replikation 
und -Reparatur und interagiert dabei u. a. mit PCNA M↓ (proliferating cell nuclear antigen), WRN (Werner 
syndrome), TREX1 (three prime repair exonuclease 1), TREX2 A↓ M↓ und dem RFC-(replication factor C-) 
Komplex (bestehend aus RFC1, RFC2 A↓ M↓, RFC3 A↓ M↓ N↓, RFC4 A↓ M↓ N↓, RFC5 A↓ M↓ N↓ und/oder DCC1 A↓ M↓ 
(defective in sister chromatid cohesion homolog 1)) [97-99]. Auch DNA-Polymerase ε (Untereinheiten E M↓, 
E2 A↓ M↓ N↓, E3 M↓, E4) ist an Replikation und Reparatur beteiligt [100]. 
3.2.8.2.3 DNA-Damage-Response 
Die Zelle hat verschiedene Möglichkeiten, mit Schäden an ihrer DNA umzugehen. Dazu zählen Zellzyklus-
arrest, DNA-Reparatur und die Einleitung der Apoptose. Diese Prozesse müssen koordiniert werden und 
nach gegenwärtigem Kenntnisstand sind zelluläre Kontrollpunkte, sog. Checkpoints, hierfür von entschei-
dender Bedeutung. Im Folgenden werden die der Zelle in verschiedenen Phasen des Zellzyklus zur Verfü-
gung stehenden Checkpoints kurz vorgestellt. Im Anschluss findet sich eine Übersicht über die unter-
schiedlichen Reparaturmechanismen, die je nach Art der DNA-Schädigung aktiv werden. 
3.2.8.2.3.1 Zelluläre Kontrollpunkte (Checkpoints) 
Ganz allgemein kann ein Checkpoint als Mechanismus definiert werden, mit dem die Zelle aktiv die 
Progression durch den Zellzyklus anhält, bis gesichert ist, dass ein früherer Prozess, wie DNA-Replikation 
oder Mitose, abgeschlossen ist. Durch die Aktivierung von Checkpoints werden gleichzeitig die Reparatur 
von DNA-Schäden und die Wiederherstellung angehaltener Replikationsgabeln ermöglicht. Falls eine Re-
paratur unmöglich oder nicht erfolgreich ist, kommt es zur Aktivierung proapoptotischer Signalkaskaden. 
Die aufeinander folgenden Elemente eines Checkpoints sind das Erkennen des DNA-Schadens und die 
Signalinitiation, die Signalvermittlung und -prozessierung und schließlich das Einleiten von Effektorprozes-
sen [101, 102]. 
Vielfältige Arten von DNA-Läsionen, die von Fehlpaarungen einzelner Basen bis zu Doppelstrangbrüchen 
reichen können, müssen von Checkpointkomponenten erkannt werden, ebenso ein Stocken im Voran-
schreiten der Replikationsgabel. Als direkter Sensor fungiert hierbei möglicherweise der Komplex aus 
RAD50, MRE11 (meiotic recombination 11) und NBS1 (Nijmegen breakage syndrome 1). Gesichert ist, 
dass die Kinasen ATM und ATR eine Position an der Spitze der nachfolgenden Signalkaskade einnehmen. 
Außerdem gibt es Berichte, dass der RPA-Komplex (replication protein A-Komplex, bestehend aus RPA1, 
RPA2 M↓ und RPA3 A↓ N↓) wichtig für die Rekrutierung von ATM und ATR zu den Orten der DNA-Schädi-
gung und für die Initiation der Checkpoints ist. Während ATM vornehmlich nach DNA-Schädigung aktiviert 
wird, scheint ATR für die Antwort auf einen Replikationsarrest essenziell zu sein. Da aber viele Formen von 
DNA-Schäden sowohl zu direkten DNA-Läsionen als auch zum Anhalten der Replikationsgabel führen, 
agieren ATM und ATR häufig auch gemeinsam. Die beiden Kinasen phosphorylieren verschiedene Sub-
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strate, darunter CHK1 A↓ M↓ (HUGO: CHEK1) und CHK2 M↓ (HUGO: CHEK2), die für die weitere Signal-
transduktion eine zentrale Rolle spielen. ATM phosphoryliert bevorzugt CHK2, ATR hingegen CHK1, unter 
bestimmten Bedingungen wird diese Substratspezifität aber durchbrochen. Verschiedene sog. Check-
pointmediatoren modulieren parallel die Aktivität von ATM und ATR, erleichtern ihre Substratinteraktionen 
und sind an der Zusammenlagerung von Multiproteinkomplexen im Bereich der DNA-Läsionen beteiligt. Zu 
ihnen gehören MDC1 M↓ (mediator of DNA damage checkpoint 1), TP53BP1 (tumor protein p53 binding 
protein 1), BRCA1 A↓ M↓ N↓ (breast cancer 1, early onset), TOPBP1 A↓ M↓ und Claspin. 
 
Je nachdem, an welchem Punkt im Zellzyklus die Zelle sich bei Aktivierung dieser ATM/ATR-CHK2/CHK1-
Kaskade gerade befindet, kann ein vorübergehender Arrest in der G1-, der S- oder der G2-Phase oder ein 
permanenter Arrest in G1 oder G2 stattfinden [101]. Abb. 3-32 zeigt ein stark vereinfachtes Schema dieser 
Vorgänge. 
 
Abb. 3-32: Die Checkpointmaschinerie. 
Nach der Detektion von DNA-Schäden (hier beispielhaft ein Doppelstrangbruch) wird die Information durch Mediatoren an die Checkpointkinasen 
ATM und ATR weitergeleitet. Diese phosphorylieren entweder direkt oder vermittelt durch CHK1/CHK2 vielfältige Komponenten eines Signalnetz-
werks, welches hier vereinfacht gezeigt ist. Die vom Arrest betroffenen Zellzyklusphasen und die Dauer der Blockade sind angegeben. Tumor-
suppressoren sind rot, Protoonkogene grün markiert. [101], modifiziert. 
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Die verschiedenen Checkpoints können hier nur sehr verkürzt beschrieben werden, für detaillierte Ausfüh-
rungen siehe [101-104]. 
 
G1-Checkpoint 
Dieser Kontrollpunkt wird im Wesentlichen durch p53 vermittelt. p53 kann sowohl von ATM und ATR als 
auch von CHK1 A↓ M↓ und CHK2 M↓ phosphoryliert und aktiviert werden, wodurch seine Interaktion mit 
MDM2 gehemmt wird. MDM2 ist selbst auch ein Substrat dieser vier Kinasen. Zentraler Vermittler des G1-




Es ist anzumerken, dass dieser Checkpoint nicht von allen Autoren vom G1-Checkpoint unterschieden wird 
und die Bezeichnungen „G1-Checkpoint“ und „G1/S-Checkpoint“ teilweise synonym verwendet werden. 
ATR und CHK1 A↓ M↓ phosphorylieren CDC25A H↑ M↓ und markieren es dadurch für die Ubiquitinierung durch 
den SCF-Komplex (s. 3.2.8.2.1) und den Abbau am Proteasom. Dadurch unterbleibt die Aktivierung von 
CDK2 A↓-CyclinE/A-Komplexen, die für die Progression in die S-Phase von zentraler Bedeutung sind [101]. 
 
Abb. 3-33: Deregulierte Gene der G1- und G1/S-Checkpoints. 
Schema der G1- und G1/S-Checkpoints, in dem bei der IPA-Analyse die Gene markiert wurden, die in MCF-7-Zellen nach 72 h Zytostatikabehand-
lung dereguliert waren. Farbgebung: rot = induziert, grün = reprimiert, farblos = nicht dereguliert. 
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In Abb. 3-33 ist anhand eines im Rahmen einer Ingenuity Pathway Analysis-(IPA-)Auswertung generierten 
Schemas gezeigt, welche Komponenten des G1- und G1/S-Checkpoints in MCF-7-Zellen nach 72 h Zy-
tostatikaexposition differenziell exprimiert waren. 
 
S-Phasen-Checkpoints 
Ganz allgemein dient ein Stopp der Zellzyklusprogression während der S-Phase dazu, das Feuern von 
bisher nicht aktivierten Replikationsursprüngen vorübergehend zu verhindern und die Integrität angehalte-
ner Replikationsgabeln zu schützen. 
Die Checkpoints, die zu diesem Zweck im Verlauf der S-Phase aktiviert werden können, werden meist in 
verschiedene Signalwege unterschieden, wobei die Bezeichnungen und Abgrenzungen uneinheitlich sind. 
Häufig erfolgt eine Unterteilung in Intra-S-Checkpoint (auch DNA-Damage-Checkpoint) und S/M-
Checkpoint (auch DNA-Replikations-Checkpoint). 
 
Der Intra-S-Checkpoint umfasst mehrere parallele Äste, einer davon ist die bereits beim G1/S-Checkpoint 
beschriebene Degradation von CDC25A H↑ M↓. Wenn CDK2 A↓ inaktiv bleibt, wird nämlich – wie unter 
3.2.8.2.1 beschrieben – auch die Aktivierung essenzieller Komponenten der Replikationsmaschinerie ver-
hindert [101]. Daneben können auch CDC7 M↓, sein Interaktionspartner ASK A↓ M↓ N↓ und MCM-Proteine 
durch ATR- oder ATM-vermittelte Phosphorylierung inaktiviert werden, sodass die Initiation der Replikation 
unterbleibt [93, 94]. 
Außerdem kann das Protein SMC1 (structural maintenance of chromosomes 1) durch ATM/ATR und/oder 
NBS1 phosphoryliert werden und trägt gemeinsam mit BRCA1 A↓ M↓ N↓ und FANCD2 (Fanconi anemia, com-
plementation group D2) auf bislang ungeklärte Weise zu einem S-Phasen-Arrest bei [101]. Des Weiteren 
wird dem sogenannten 9-1-1-Komplex (RAD9-RAD1 A↓ M↓-HUS1) eine Rolle im S-Phasen-Arrest, u. a. als 
Sensor für DNA-Schäden, zugeschrieben [103, 105]. In manchen Veröffentlichungen wird noch ein geson-
derter S/M-Checkpoint beschrieben, der verhindert, dass sich die Zelle zu teilen beginnt, bevor das gesam-
te Genom verlässlich repliziert ist. Dieser Checkpoint ist jedoch nur in Hefezellen gut charakterisiert und 
scheint auf sehr ähnlichen Effektoren zu beruhen wie der bereits beschriebene eigentliche S-Phasen-
Checkpoint. Sein Hauptangriffspunkt ist der für den Eintritt in die Mitose essenzielle CDC2 A↓ M↓ N↓-
Cyclin B A↓ M↓ N↓ (HUGO: CCNB2) -Komplex [103]. 
 
G2-Checkpoint 
Dieser Kontrollpunkt, der gelegentlich auch als G2/M-Checkpoint bezeichnet wird, verhindert die Initiation 
der Mitose, wenn Zellen während der G2-Phase DNA-Schäden erleiden oder noch nicht reparierte Schä-
den aus den vorherigen Zellzyklusphasen aufweisen. Das kritische Target dieses Checkpoints ist der 
CDC2 A↓ M↓ N↓-Cyclin B A↓ M↓ N↓-Komplex, der die G2/M-Transition vorantreibt. Die Aktivierung dieses Kom-
plexes wird durch verschiedene Mechanismen verhindert, die zur Relokalisation, zum Abbau oder zur Inak-
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tivierung der Phosphatase CDC25C A↓ M↓ N↓, die CDC2 durch Dephosphorylierung stimuliert, führen. Unter 
anderem phosphoryliert CHK1 A↓ M↓ CDC25C und vermittelt so dessen Entfernung aus dem Nukleus. Für 
diesen Export sind 14-3-3-Proteine, z. B. 14-3-3σ A↑ M↓ (HUGO: SFN), verantwortlich [11]. Gleichzeitig ver-
mitteln sowohl 14-3-3σ als auch GADD45A A↑ M↑ eine Reduktion der nukleären Cyclin B-Konzentration, so-
dass die Aktivität von CDC2 abnimmt [15, 106]. p21 A↑ B↑ H↑ M↑ ist nicht nur am G1-Checkpoint, sondern 
auch am G2-Arrest nach DNA-Schädigung beteiligt, vermutlich indem es die aktivierende Phosphorylierung 
von CDC2 verhindert [12]. Anhand der Tatsache, dass 14-3-3σ, GADD45A und p21 p53-induzierbare Tar-
gets sind, wird deutlich, dass p53 auch in diesen Checkpoint entscheidend eingreift. BRCA1 A↓ M↓ N↓ dürfte 
ebenfalls eine wichtige Rolle beim G2-Checkpoint spielen [101]. 
Abb. 3-34 zeigt, dass auch durch eine IPA-Analyse zahlreiche nach Zytostatikabehandlung induzierte und 
reprimierte Gene dem G2(/M)-Checkpoint zugeordnet werden. Beispielhaft sind die in A549-Zellen nach 
72 h induzierten und reprimierten Gene farbig markiert. 
 
Abb. 3-34: Deregulierte Gene des G2-Checkpoints. 
Schema des G2-Checkpoints, in dem bei der IPA-Analyse die Gene markiert wurden, die in A549-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung deregu-
liert waren. Farbgebung: rot = induziert, grün = reprimiert, farblos = nicht dereguliert. 
 
Spindelcheckpoint 
Dieser Checkpoint, der auch die Bezeichnung Spindle assembly-Checkpoint trägt, wird aktiviert, wenn der 
mitotische Spindelapparat beschädigt ist oder Chromosomen nicht korrekt über ihre Kinetochore an den 
mitotischen Spindelfasern angeheftet sind. Er hemmt die Aktivität des Komplexes APC/CDC20 A↓ B↓ M↓ N↓, 
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welcher sonst durch Ubiquitinierung des Anaphasen-Inhibitors Securin A↓ M↓ (HUGO: PTTG1) die Segrega-
tion der Schwesterchromatiden auslösen würde. Diese Hemmung verläuft über eine Komplexbildung von 
MAD2 A↓ N↓ (HUGO: MAD2L1) und BUBR1 A↓ M↓ N↓ (HUGO: BUB1B) mit CDC20. Weitere beteiligte Check-
pointproteine, die gemeinsam mit MAD2 an die Kinetochore binden, sind BUB1 A↓ M↓ N↓, BUB3, MAD1, 
MAD3 u. a. Außerdem geht man davon aus, dass Motorproteine wie CENPE A↓ B↓ M↓ N↓, das direkt mit 
BUBR1 interagiert, auch als Kontrollpunktkomponenten fungieren [107-109]. In manchen Veröffentlichun-
gen wird neben dem Spindle assembly-Checkpoint noch ein Spindle positioning-Checkpoint beschrieben 
[72]. 
3.2.8.2.3.2 DNA-Reparaturmechanismen 
Die DNA-Reparatur ist ein physiologischer Prozess, der sicherstellt, dass Schäden am Genom rasch und 
verlässlich behoben werden, und der dadurch die Integrität der Erbinformation aufrechterhält. 
Besonders während der S-Phase des Zellzyklus muss die Reparaturmaschinerie der Zelle permanent aktiv 
oder aktivierungsbereit sein, um Fehler zu korrigieren, die direkt bei der DNA-Replikation entstehen oder 
schon vorher vorliegen und beim Voranschreiten der Replikationsgabel entdeckt werden. Die wichtigsten 
Transkriptionsfaktoren, die die Expression von Replikations- und Reparaturproteinen steuern, sind aktivie-
rende Mitglieder der E2F-Familie (E2F1 M↓, E2F2, E2F3). Sie stimulieren in Form von Heterodimeren mit 
DP1 oder DP2 die S-Phasen-Progression [110]. Deshalb werden an der DNA-Replikation und der Repara-
tur von DNA-Läsionen beteiligte Proteine im Zellzyklus koexprimiert. Außerdem erfüllen viele von ihnen 
Aufgaben sowohl in der DNA-Synthese als auch bei Reparaturmechanismen, sodass eine klare Trennung 
dieser funktionellen Kategorien kaum möglich ist. 
Auch während der Mitose drohen durch Fehler bei der Ausbildung des Spindelapparats oder bei der 
Chromosomensegregation DNA-Schäden mit fatalen Auswirkungen, auf die die Zelle nach Aktivierung des 
Spindel-Checkpoints durch Einsatz von Reparaturproteinen reagieren kann. 
Die wichtigsten Mechanismen für die Behebung von Schäden an der DNA werden im Folgenden 
übersichtsartig dargestellt. Innerhalb der Legenden sind die durch Zytostatika deregulierten Gene mit den 
unter 3.2.8.2 beschriebenen hochgestellten Symbolen markiert. 
 
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) [111, 112] 
- Reparatur von bestimmten durch Bestrahlung, Chemikalien oder ROS hervorgerufenen DNA-
Schäden (insbesondere Cyclobutanpyrimidindimere und (6-4)-Photoprodukte), die die Struktur der 
DNA-Helix verzerren 
- Unterscheidung in GG-NER (global genome NER, Reparatur von Läsionen im gesamten Genom) 
und TC-NER (transcription-coupled NER, Reparatur von Läsionen in transkribierten DNA-Strängen) 
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Abb. 3-35: Die Nucleotidexzisionsreparatur (NER). 
DNA-Schäden werden durch den Komplex aus XPC A↑ (xeroderma pigmentosum, com-
plementation group C) und R23 (RAD23B) erkannt. Diese rekrutieren mehrere andere 
Proteine: XPA und RPA (RPA2 M↓, RPA3 A↓ N↓) erleichtern vermutlich die spezifische 
Identifikation von Basenläsionen. TFIIH ist ein Subkomplex der RNA-Polymerase-II-
Transkriptionsmaschinerie, der auch an der NER beteiligt ist. Zu seinen Untereinheiten 
zählen die Helikasen XPB und XPD, die den DNA-Doppelstrang zunächst aufwinden und 
ihm lokal eine blasenartige Struktur verleihen. Daraufhin lagert sich ein Heterodimer aus 
ERCC1 (excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation 
group 1) und XPF an. XPG fungiert als DNA-Endonuklease und durchtrennt den be-
schädigten DNA-Strang auf der 3’-Seite der Läsion, während der ERCC1-XPF-Komplex 
diesen auf der 5’-Seite schneidet. Dadurch wird ein ca. 27–30 Nukleotide langes Frag-
ment entfernt; die entstehende Lücke wird durch sog. Reparatursynthese unter Beteili-
gung von DNA-Polymerase δ (POLD1A↓ M↓, D3A↓ M↓) oder ε (POLE M↓, E2 A↓ M↓ N↓, E3 M↓), 
PCNA M↓, RPA- und RFC-Proteinen und DNA-Ligase geschlossen. [112] 
 
Basenexzisionreparatur (BER) [112, 113] 
- Austausch geschädigter oder „falscher“ Basen (z. B. Uracil, 3-Methyladenin) 
- Reparatur von Läsionen, die die DNA-Helix nicht verzerren 
- initiiert durch verschiedene spezialisierte Glykosylasen, z. B. UNG A↓ M↓ (Uracil-DNA-Glykosylase), 
MPG (N-Methylpurin-DNA-Glykosylase) 
- Schema s. Abb. 3-36 
 
Abb. 3-36: Die Basenexzisionsreparatur (BER). 
Eine DNA-Glykosylase erkennt spezifisch die veränderte Base und spaltet die N-C1’-Bindung zwischen Base und Desoxyribose. Eine AP-
Endonuklease erzeugt eine AP-Site (apurinische oder apyrimidinische Stelle), die dann durch eine 5'-Desoxyribophosphodiesterase (dRPase), z. B. 
XRCC1 (X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1), und eine Polymerase, z. B. DNA-Polymerase β, aufgefüllt wird. 
Eine Ligase stellt sodann wieder ein intaktes Desoxyribosephosphat-Gerüst her. [112] 
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Mismatchreparatur (MMR) [114, 115] 
- erkennt falsch paarende Basen (mismatches) und sog. IDLs (insertion-deletion loops) 
- wichtige Rolle während der DNA-Replikation, da sie falsch eingebaute Basen aus dem neu entste-
henden DNA-Strang entfernt 
- Schema s. Abb. 3-37 
 
Abb. 3-37: Die Mismatchreparatur (MMR). 
Ein als MUTSα bezeichneter Komplex aus MSH2 A↓ M↓ N↓ (mutS homolog 2) und MSH6 A↓ M↓ N↓ oder evtl. auch ein Komplex aus MSH2 und MSH3 
(MUTSβ) erkennt den Basenmismatch bzw. kleine Schleifen (loops). Unter Beteiligung von MLH1 (mutL homolog 1), PMS2 (postmeiotic segregati-
on increased 2), MLH3 und weiteren Proteinen (DNA-Polymerase δ (POLD1A↓ M↓, D3A↓ M↓), PCNA M↓, RPA- (RPA2 M↓, RPA3 A↓ N↓) und RFC-
Proteinen [115]) wird die Läsion repariert. Der genaue Mechanismus ist allerdings unklar. [112] 
 
Homologe Rekombination [116, 117] 
- Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen 
- nutzt das unbeschädigte Schwesterchromatid als Vorlage 
- Schema s. Abb. 3-38 
- mögliche Rolle des FA-(Fanconi-Anämie-)Komplexes im Zusammenspiel mit BRCA-Proteinen und 
RAD51 A↓ M↓: Modell s. Abb. 3-39 
-  
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Abb. 3-38: Die Homologe Rekombination 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) führen zur Aktivierung von Checkpoints unter Beteiligung der ATM-Kinase, die NBS1 phosphoryliert. Die freien 
DNA-Enden werden möglicherweise durch RAD52 im Zusammenspiel mit dem RAD50-MRE11-NBS1-Komplex erkannt. Durch nukleolytische Spal-
tung wird eine einzelsträngige Region mit 3’-Überhang gebildet. RAD51 A↓ M↓ polymerisiert auf der ssDNA zu einem Nukleoproteinfilament, unter-
stützt von RPA (RPA2 M↓, RPA3 A↓ N↓), RAD52 und möglicherweise BRCA1 A↓ M↓ N↓, BRCA2 M↓ (breast cancer 2, early onset), XRCC2/3 und RAD51-
Paralogen. Das RAD51-Nukleoproteinfilament sucht den homologen DNA-Doppelstrang. Unter Beteiligung von RAD52 und RAD54 findet ein 
Strangaustausch statt. Durch nachfolgende DNA-Synthese und Ligation wird der Reparaturprozess abgeschlossen. 
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Abb. 3-39: Die Rolle des FA-Komplexes und der BRCA-Proteine bei der DNA-Reparatur. 
Die FA-Proteine FANCA M↓, FANCC, FANCE M↓ N↓, FANCF H↓ und FANCG A↓ M↓ N↓ bilden einen konstitutiven Komplex im Nukleus normaler Zellen. 
Während der S-Phase oder auf DNA-Schädigung hin vermittelt dieser Komplex indirekt die Monoubiquitinierung von FANCD2. Aktiviertes FANCD2 
transloziert zu DNA-Reparatur-Foci, die BRCA1 A↓ M↓ N↓ und BRCA2 enthalten. BRCA2 bindet direkt an RAD51 und an DNA und stellt vermutlich die 
Verbindung zur homologieabhängigen DNA-Reparatur her. [117] 
 
Non-homologous end-joining (NHEJ) [116] 
- dient der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen, aber auch dem Prozessieren von Intermedia-
ten der V(D)J-Rekombination bei der Bildung der Immunglobulin- und T-Zellrezeptorgene 
- da keine homologen Chromosomenabschnitte genutzt werden, besteht erhebliche Fehleranfälligkeit 
- Schema s. Abb. 3-40 
 
Abb. 3-40: Das Non-homologous end-joining. 
Der Doppelstrangbruch wird durch einen Komplex aus dem KU-Heterodimer (KU70 und KU80) und der katalytischen Untereinheit von DNA-PK 
(DNA-aktivierte Proteinkinase, DNA-PKcs A↓ M↓, HUGO: PRKDC) erkannt. Nach Hinzufügen oder Entfernen einiger Basenpaare vermittelt ein Kom-
plex aus DNA-Ligase IV und XRCC4 die Ligation der freien Enden. Der RAD50-MRE11-NBS1-Komplex könnte am Aufwinden der DNA-Helix 
und/oder der nukleolytischen Prozessierung der DNA-Enden beteiligt sein. [116] 
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Eine mögliche Rolle in der Überwachung der DNA-Integrität oder der Reparatur von DNA-Schäden wird 
einem Multiproteinkomplex zugeschrieben, der viele der bereits erwähnten Checkpoint- und/oder Repara-
turproteine enthält und als BASC (BRCA1-associated genome surveillance complex) bezeichnet wird [118]. 
Abb. 3-41 gibt ein Modell dieses Komplexes wieder. 
 
Abb. 3-41: Der BASC-Komplex. 
Hypothetisches Modell des BASC-Komplexes. Die beteiligten Proteine beeinflussen die Reaktion der Zelle auf DNA-Schäden, indem sie Repara-
turprozesse initiieren und/oder mit RB und p53 interagieren und dadurch Zellzyklusarrest und Apoptose modulieren. [118] 
3.2.8.2.4 G2/M-Progression und Mitose 
Abb. 3-42 zeigt eine schematische Übersicht über die Phasen der mitotischen Zellteilung und wichtige da-
ran beteiligte Kinasen. 
 
Abb. 3-42: Mitose und Zytokinese und wichtige mitotische Kinasen. 
Die M-Phase des Zellzyklus dient der geordneten Trennung der Schwesterchromatiden und ihrer Verteilung auf die Tochterzellen. Nach der eigent-
lichen Mitose läuft die Zytokinese ab, während der die Bestandteile des Zytoplasmas gleichmäßig auf die neu entstehenden Zellen verteilt werden. 
Verschiedene Checkpoints kontrollieren hierbei die Integrität des Chromosomenmaterials und des Spindelapparats. Essenzielle an der mitotischen 
Progression beteiligte Kinasen sind CDK1 (CDC2), PLK1, die Aurorakinasen A und B sowie BUBR(1). [72] 
 
Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 105 
Die cyclinabhängige Kinase CDC2 A↓ M↓ N↓ ist in Assoziation mit den mitotischen Cyclinen vom A- und B-Typ 
(Cyclin A1, A2 A↓ M↓ N↓, B1 A↓ M↓ N↓ und B2 A↓ M↓ N↓) zentraler Vermittler der Progression von der G2- in die M-
Phase. Der CDC2-Cyclin B-Komplex wird auch als M-phase promoting factor (MPF) bezeichnet und ist, 
wie bereits erwähnt, Angriffspunkt des S/M- und des G2-Checkpoints (s. 3.2.8.2.3.1). CDC25C A↓ M↓ N↓ akti-
viert Cyclin B-assoziiertes CDC2 durch Dephosphorylierung und löst dadurch den Eintritt in die Mitose aus. 
Die Signalhöhen von CDC2, Cyclin B1, Cyclin B2 und CDC25C in den Zellsystemen mit Wildtyp-p53-
Protein sind in Abb. 3-43 gezeigt. Ihre Expression war nach 24 h in A549-Zellen zumindest durch einen Teil 
der Zytostatika bereits reduziert, in MCF-7- und HMEC-Zellen hingegen noch unverändert. Nach 72 h wa-
ren diese vier für den Eintritt in die Mitose essenziellen Faktoren in A549-Zellen extrem stark herabreguliert, 
in MCF-7-Zellen wurden sie hauptsächlich durch Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid repri-















































































































































Abb. 3-43: Expression von an der G2/M-Progression beteiligten Genen in Wildtyp-p53-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
A: CDC2, B: Cyclin B1, C: Cyclin B2, D: CDC25C. 
 
Sowohl APC/CDC20 A↓ B↓ M↓ N↓ als auch das ubiquitinkonjugierende Enzym UBCH10 A↓ M↓ N↓ (HUGO: 
UBE2C) vermitteln den ubiquitinabhängigen Abbau von B-Cyclinen. Dieser setzt während des Übergangs 
von der Meta- in die Anaphase ein und ist Voraussetzung für die weitere Progression der Mitose [119]. 
Für die Trennung der Schwesterchromatiden ist die korrekte Ausbildung des Spindelapparats essenziell. 
Ausgehend von den Zentrosomen werden die Mikrotubuli gebildet und heften sich teilweise an den Kineto-
choren, speziellen proteinreichen Regionen an den Zentromeren, in Form der sog. K-Faser an, wodurch 
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eine feste Verbindung der Chromatiden zu den Spindelpolen entsteht. Weitere Tubulinfasern interagieren 
mit den Chromosomenarmen oder mit Fasern aus dem gegenüberliegenden Spindelpol. Durch ein kom-
plexes Zusammenspiel aus polwärts und entgegengesetzt gerichteten Kräften (poleward bzw. polar ejec-
tion forces) werden die Chromosomen in der Äquatorialebene ausgerichtet und können dann geordnet zu 
den Polen transportiert werden [107]. Zahlreiche Zentromer- bzw. Kinetochorproteine sind hieran beteiligt, 
u. a. die Motorproteine CENPE A↓ B↓ M↓ N↓ und CENPF A↓ M↓ N↓ und Mitglieder der Kinesinfamilie, die ebenfalls 
als Motorproteine fungieren (z. B. Eg5 A↓ M↓ N↓ (HUGO: KIF11), KIF20A  A↓  B↓  M↓ N↓ und KIF22 A↓ M↓ N↓). 
 
Eine überaus wichtige regulatorische Rolle spielen bei diesen Prozessen die Aurorakinasen: Aurora 
A A↓ M↓ N↓ (HUGO: STK6) beeinflusst die Funktion von Zentrosom und Spindelapparat. Sie reguliert die 
Zentrosomenduplikation sowie die Ausbildung und korrekte Anheftung der Spindelfasern. Aurora B A↓ M↓ N↓ 
ist maßgeblich an der Chromosomensegregation beteiligt, indem sie die korrekte Orientierung der Schwes-
terchromatiden überwacht. Sie bewerkstelligt dies vermutlich über die Kontrolle der Spindelfaserdynamik. 
Auch in der Zytokinese spielt Aurora B eine tragende Rolle. Teilweise überlappen die Funktionen der bei-
den Kinasen, beispielsweise können beide die Phosphorylierung von CENPA A↓ M↓ N↓ katalysieren, die für 
die korrekte Anheftung der K-Fasern an den Kinetochoren bedeutsam ist. Darüber hinaus beeinflusst Auro-
ra A auch die p53-Aktivität: Sie kann p53 phosphorylieren, stimuliert dadurch seine MDM2-vermittelte Ubi-
quitinierung und unterbindet seine Tumorsuppressorfunktion. Dies kann zur malignen Transformation von 
Zellen beitragen, deshalb wird Aurora A als onkogene Kinase eingestuft [120, 121]. 
Die Kinase PLK1 A↓ B↓ M↓ N↓ (polo-like kinase 1) besitzt ebenfalls zentrale Bedeutung für die Ausbildung und 
Funktion des Spindelapparats. Außerdem wurde festgestellt, dass die zelluläre Lokalisation von Cyclin B1 
und CDC25C durch PLK1-vermittelte Phosphorylierung reguliert wird; dies bedeutet, dass PLK1 bereits 
den Eintritt in die Mitose reguliert [122, 123]. 
 
3.2.8.2.5 Darstellung der differenziellen Expression von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-
Genen in Form von Heat Maps 
Sämtliche Gene mit Funktionen im Zellzyklus oder in der DNA-Damage-Response, die in MCF-7-Zellen 
durch die Zytostatikabehandlung reprimiert wurden, sind in Abb. 3-44A in Form eines sog. Heat Map dar-
gestellt. Dieser wurde mit Hilfe der Software Spotfire DecisionSite erstellt, indem die Signalhöhen der zu-
gehörigen Probe Sets nach Normalisierung einem hierarchischen Clustering unterworfen wurden (s. 2.7.5). 







































































































































Abb. 3-44: Heat Maps der Expressionsdaten von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen in MCF-7-Zellen nach Zytostatikabe-
handlung. 
Jede Probe Set ID wird durch eine Zeile im Heat Map repräsentiert, jeder Chip durch eine Spalte. Die nach 24 h Behandlung analysierten Proben 
bilden die linke Seite des Heat Maps, die nach 72 h gemessenen die rechte Seite. Sie sind jeweils in der Reihenfolge Unbeh-Adr-Cam-Cis-Eto-
5FU-Tax dargestellt, wobei jede Behandlung durch drei Chips und somit drei Spalten im Heat Map vertreten ist. Die Probe Sets wurden hierar-
chisch geclustert, das dabei entstehende Dendrogramm ist nicht gezeigt. 
A: Gesamter Heat Map aller Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Gene. 
B: Willkürlich gewählter Ausschnitt aus dem Heat Map; jeder Zeile sind die entsprechende Affymetrix Probe Set ID, die GeneID und das Gensym-
bol zugeordnet. Die zwei Probe Sets von MCM4 und die vier Probe Sets von MKI67 sind mit Pfeilen gekennzeichnet. 
 
Aus dieser groben Übersicht ist erkennbar, dass bereits nach 24 h viele Probe Sets auf den Chips der zy-
tostatikabehandelten Proben ein im Vergleich zu den Kontrollchips (ganz links) erniedrigtes Signal aufwie-
sen und deshalb stärker grün eingefärbt sind. In den nach 72 h Behandlung erhaltenen Daten, die den 
rechten Teil des Heat Maps von Abb. 3-44A bilden, ist dieses Phänomen noch deutlich stärker ausgeprägt. 
Die Signalwerte der Arrays, auf die die mit Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid behandelten 
Proben hybridisiert wurden, sind grün gefärbt und somit sehr niedrig, während die Signale der Kontrollchips 
deutlich höher liegen und deshalb in rot bzw. schwarz dargestellt sind. Eine intermediäre Stellung nehmen 
die aus 5-FU- und Taxol-Behandlung stammenden Chips ein: Ihre Signale liegen zwar niedriger als die der 
Kontrollen, jedoch im Allgemeinen höher als die Daten aus den übrigen Zytostatikabehandlungen. 
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Ein Ausschnitt (Subcluster) aus diesem Heat Map, bei dem jeder Zeile die passende Affymetrix Probe Set 
ID, die GeneID und das Gensymbol zugeordnet sind, ist in Abb. 3-44B gezeigt. 
Ein Clustern nach funktionellen Subkategorien wie z. B. DNA-Replikations- oder Spindelapparat-Proteinen 
ist nicht festzustellen, dazu ähnelten sich die Änderungen der Expressionshöhen aller zellzyklusassoziier-
ten Gene zu stark. Allerdings fällt auf, dass die vier Probe Sets, die das Gen MKI67 (Ki67, antigen identi-
fied by monoclonal antibody Ki-67) repräsentieren, sehr nah zusammenliegen. Ebenso sind zwei der Probe 
Sets von MCM4 in diesem Subcluster vertreten. Daraus ist abzulesen, dass die unterschiedlichen Probe 
Sets dieser Gene über alle Chips hinweg ein extrem ähnliches Expressionsprofil aufweisen. 
 
Nach dem gleichen Prinzip wurde auch mit den aus der Behandlung von A549-Zellen erhaltenen Daten ein 





























































































































Abb. 3-45: Heat Maps der Expressionsdaten von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen in A549-Zellen (A) und HMECs (B) nach 
Zytostatikabehandlung. 
 
Bei Betrachtung dieses Heat Maps fällt besonders auf, dass Etoposid nach 24 h die Expressionshöhen im 
Verhältnis zu den unbehandelten Kontrollen noch stärker reduziert als die übrigen Zytostatika. Nach 72 h 
stimmen alle sechs Zytostatika weitgehend überein; die bei MCF-7-Zellen beobachteten geringeren Effekte 
von 5-FU und Taxol sind bei A549-Zellen nicht festzustellen. 
Auch mit den aus der Behandlung von HMEC-Zellen gewonnenen Affymetrix-Daten der reprimierten Zell-
zyklus- und DNA-Damage-Response-Gene wurde ein Heat Map erstellt (Abb. 3-45B). Dieser spiegelt den 
Befund wider, dass die Zytostatika nach 24 h im Vergleich zur Kontrollbehandlung nur äußerst geringe Ef-
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fekte ausübten. Die in der rechten Hälfte des Heat Maps dargestellten 72 h-Ergebnisse untermauern eine 
Beobachtung, die sich bereits aus den beispielhaft gezeigten Balkendiagrammen einiger Zellzyklusgene 
herauskristallisiert hatte, nämlich die stärker ausgeprägten Effekte von Adriamycin, Cisplatin und 5-FU im 
Vergleich zu den übrigen Wirkstoffen (s. Abb. 3-31, Abb. 3-43). 
3.2.8.2.6 Transkriptionelle Regulation von Zellzyklusprogression und DNA-Damage-Response 
Wie bereits kurz beschrieben (s. 3.2.8.2.3.2), kontrollieren Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie die Ex-
pression von Replikations- und Reparaturgenen, mitotischen Genen und zahlreichen Checkpointgenen. 
Darüber hinaus regulieren E2F-Proteine auch die Promotoraktivität von Genen, die an Entwicklung, Diffe-
renzierung und Apoptose beteiligt sind [110, 124, 125]. Zur E2F-Familie gehören mindestens sechs ver-
schiedene Mitglieder. E2F1, E2F2 und E2F3 fungieren als transkriptionelle Aktivatoren, E2F4, E2F5 und 
E2F6 hingegen als Repressoren. In Abb. 3-46 sind die E2F-Mitglieder, ihre Assoziation mit Pocket-Pro-
teinen und mit Chromatin-Remodellierungsfaktoren und ihre zellzyklusabhängige Promotorbindung gezeigt. 
 
 
Abb. 3-46: Die Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie, ihre Assoziationspartner und ihre Promotorbindung. 
E2F1–3 sind transkriptionelle Aktivatoren und binden bevorzugt während der späten G1- und der S-Phase an ihre Targetpromotoren. Durch Asso-
ziation mit RB (pRB) werden sie gehemmt. E2F4 und 5 liegen i.A. im Komplex mit p107 bzw. p130 vor und fungieren während der G0- und der 
frühen G1-Phase als transkriptionelle Repressoren. Einerseits binden diese Komplexe direkt an Promotoren von Zielgenen, andererseits rekrutie-
ren sie Chromatin-Remodellierungsfaktoren, z. B. Histondeacetylasen (HDACs) und Methylasen, die die Transkription durch Chromatinmodifikation 
negativ regulieren. E2F6 wirkt durch direkte Rekrutierung von Polycomb-Proteinen (PcG) als transkriptioneller Repressor. Zur Expression von E2F-
Targetgenen kommt es einerseits durch Promotorbindung aktivierender E2F-Faktoren, andererseits durch Dissoziation reprimierender Familienmit-
glieder (Derepression). [124] 
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Eine Übersicht über die Signale, die die Aktivität von E2F-Proteinen steuern, und die E2F-abhängig in 
Gang gesetzten Prozesse ist in Abb. 3-47 gezeigt. 
 
 
Abb. 3-47: Der E2F/RB-Signalweg. 
Die Aktivität von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie wird durch verschiedene Signalkaskaden moduliert. Differenzierungssignale aktivieren via 
TGFβ p15INK4b und p27Kip1, Seneszenz induzierende Stresssignale aktivieren p16INK4a. Diese CDKIs halten durch Inhibition der Cyclin D-CDK4-
abhängigen Phosphorylierung von RB-Familienmitgliedern E2F-Faktoren im inaktiven Zustand. Wachstumssignale hingegen aktivieren über den 
RAS/MAPK-Weg die Expression von Cyclin D und aktivieren die E2F-abhängige Transkription. Eine DNA-Schädigung kann einerseits durch RB-
Aktivierung und E2F-Hemmung zum Wachstumsarrest, evtl. in Form des seneszenzartigen terminalen Wachstumsarrests, führen oder ATM-
vermittelt E2F1 aktivieren und dadurch DNA-Reparatur und Apoptose fördern. [124], modifiziert. 
 
Bei sehr vielen nach Zytostatikaexposition reprimierten Genen handelt es sich um E2F-Targets, insbeson-
dere bei den in A549-, HMEC- und/oder MCF-7-Zellen gefundenen. Dies lässt sich u. a. in Tab. 6-3 aus der 
Spalte „E2F-Regul.“ ablesen. Außerdem bestätigten auch IPA-Analysen, dass E2F ein zentraler Regulator 
der durch Zytostatika deregulierten Gene ist und enorm viele E2F-abhängige Gene durch die Behandlung 
reprimiert wurden. Im Fall von MCF-7 ist nach 72 h Behandlung das E2F1-Transkript selbst herabreguliert, 
in den übrigen Zelllinien ist dies nicht der Fall. 
Abb. 3-48 zeigt ein von IPA generiertes Netzwerk, in dem der Zusammenhang von E2F1 mit einer Reihe 
herabregulierter Gene für die 72 h-Behandlung in MCF-7-Zellen identifiziert wurde. 
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Abb. 3-48: Repression von E2F-Targets in MCF-7-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
Durch eine IPA-Analyse der 72 h-Daten von MCF-7-Zellen generiertes Netzwerk, das mit transkriptionellen Targets von E2F angereichert ist. Farb-
gebung: grün = reprimiert; dies betrifft sämtliche im Netzwerk enthaltenen Gene. 
 
Darüber hinaus finden sich für eine ganze Reihe von Zellzyklusgenen Daten in der Literatur, die eine Re-
duktion ihrer Expression durch p53 beschreiben. In einem Teil dieser Studien wurde belegt, dass es sich 
hierbei nicht um sekundäre Effekte handelt, indem die Translation mittels Cycloheximid gehemmt wurde. 
Diesen Ansatz verfolgten beispielsweise Kannan et al. [77], sie konnten u. a. CDC6 als primäres p53-
reprimierbares Target bestätigen. 
3.2.8.2.7 Zusammenhang mit der zellulären Seneszenz 
Viele der durch Zytostatikabehandlung deregulierten Gene, insbesondere die in den Wildtyp-p53-Zellen 
differenziell exprimierten, sind im Zusammenhang mit der Induktion zellulärer Seneszenz beschrieben 
worden. Seneszenz kann das Resultat der Telomerverkürzung nach zahlreichen Zellteilungen sein (sog. 
replikative Seneszenz) oder kann durch DNA-Schädigung oder Aktivierung des Onkogens RAS ausgelöst 
werden (sog. beschleunigte Seneszenz). Seneszente Zellen sind durch erhöhte Resistenz gegenüber 
Apoptose und verstärkte Expression von ECM-(extrazelluläre Matrix-)Komponenten und daraus resultie-
rende erhöhte Adhäsion gekennzeichnet und sezernieren vermehrt Proteasen, Proteaseinhibitoren und 
mitogene Faktoren. 
In Zellkultur- und Tierstudien wurde gezeigt, dass antitumorale Wirkstoffe seneszenzartige Veränderungen 
hervorrufen können [18, 72]. Von besonderem Interesse ist hier eine Publikation von Chang et al., in der 
HCT-116-Zellen mit Adriamycin behandelt und danach bis zu zehn Tage in arzneistofffreiem Medium kulti-
viert wurden [14]. Die überlebenden Zellen wurden in proliferierende und wachstumsarretierte Populatio-
nen aufgeteilt; ihre Genexpression wurde mittels cDNA-Arrays verglichen. Die arretierten Zellen zeigten 
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phänotypische Seneszenzmerkmale wie Zellvergrößerung, gesteigerte Adhäsion und Granularität. Hin-
sichtlich der beobachteten Änderungen auf Genexpressionsebene besteht eine auffallend große Ähnlich-
keit mit den in den vorliegenden Versuchen durch Zytostatika deregulierten Genen. So fanden die Autoren 
eine große Zahl herabregulierter Gene, die eine Rolle in der Zellzyklusprogression, insbesondere der DNA-
Replikation, Mitose und DNA-Reparatur, spielen. Zu diesen gehörten beispielsweise RRM1 A↓ M↓ (Ribonu-
kleotidreduktase M1), TOP2A A↓ M↓ N↓ (Topoisomerase II α), Ki67 A↓ M↓ N↓ und FEN1 A↓ M↓ N↓ (flap structure-
specific endonuclease 1). Unter den induzierten Genen identifizierten sie viele Wachstumsinhibitoren, u. a. 
BTG2 A↑ M↑ (B-cell translocation gene 2) und GDF15 A↑ B↑ M↑ N↑. Auch zahlreiche in Zell-Zell- und Zell-ECM-
Kontakte involvierte Gene waren in den arretierten Zellen hochreguliert, was in Korrelation mit der senes-
zenzassoziierten verstärkten Adhäsion stand. Generell konnten Zeichen einer „Normalisierung“ in den se-
neszenten HCT-116-Zellen beobachtet werden: Eine Reihe von Genen, deren Expression in Tumoren häu-
fig verringert ist, wurde induziert, während Onkogene und typischerweise in Tumoren überexprimierte Ge-
ne herabreguliert wurden. Allerdings wurde auch eine erhöhte Expression mitogener, antiapoptotischer und 
angiogener Faktoren festgestellt, die den Erfolg einer Tumortherapie möglicherweise einschränken könn-
ten. p53 und p21 wurden als positive Regulatoren der behandlungsinduzierten Seneszenz identifiziert, je-
doch konnte ein Teil der Effekte auch in Abwesenheit von p53 und/oder p21 beobachtet werden [14]. Wie 
auch in Abb. 3-32 gezeigt, ist von p53 hinreichend bekannt, dass es zu langfristigem Zellzyklusarrest und 
Seneszenz führen kann. Darüber hinaus bewirken verschiedene Stressoren die Inhibition von E2F-
Faktoren und rufen dadurch Wachstumsarrest und Seneszenz hervor (vgl. Abb. 3-47) [124]. Um die große 
Übereinstimmung zwischen den Daten der vorliegenden Arbeit und den Befunden von Chang et al. zu ver-
deutlichen, sind in der Spalte „Zytost.-Literatur“ von Tab. 6-3 die Zitate aus der Publikation Chang et al. 
farblich hervorgehoben. 
3.2.8.3 Deregulation von Genen, die Effektoren der RNA-Prozessierung kodieren 
Eine weitere funktionelle Kategorie, in die eine Reihe von Beispielen aus dem vorliegenden Datensatz ein-
geordnet werden kann, ist die zelluläre Maschinerie zur RNA-Prozessierung. Gene, deren Produkte an der 
Bildung des Spleißapparats oder der Prozessierung von prä-mRNAs beteiligt sind oder die eine Rolle im 
Transport oder Abbau von Transkripten spielen, wurden in A549-, MCF-7- und teilweise auch in HMEC-
Zellen durch Zytostatikaexposition herabreguliert, im Allgemeinen erst nach 72 h. Es ist bekannt, dass die 
genannten Prozesse eng miteinander verwoben sind [126], sodass es nicht überrascht, dass viele der hie-
ran mitwirkenden Proteine auf Expressionsebene koreguliert sind. In HT-29- und MDA-MB-231-Zellen wur-
den im Gegensatz zu den Wildtyp-p53-Zellen nur sehr wenige Gene dieser funktionellen Kategorie diffe-
renziell exprimiert. In Tab. 6-4 (S. 272) sind die in mindestens einer Wildtyp-p53-Zelllinie nach 72 h Zyto-
statikaexposition von mindestens vier Substanzen reprimierten Gene mit Funktionen im RNA-
Metabolismus gezeigt. 
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Im Folgenden werden einige der mit der Prozessierung von Transkripten zusammenhängenden zellulären 
Abläufe kurz beschrieben; ihre Beeinflussung durch die Zytostatikabehandlung wird anhand von Beispielen 
illustriert. 
 
Die prä-mRNAs fast aller proteinkodierenden Gene enthalten Intronsequenzen, die präzise entfernt werden 
müssen, bevor die mRNAs translatiert werden können. Diesem Zweck dient ein großer Ribonukleoprotein-
komplex, das Spleißosom. Essenzielle Komponenten von Spleißosomen sind die snRNPs (small nuclear 
ribonucleoproteins), die jeweils aus einer snRNA (small nuclear RNA; U1, U2, U5 oder U4/U6-Dimer) und 
einem Satz sog. Sm-Proteine bestehen. 
Die Zusammenlagerung der snRNP-Partikel unterliegt einer aufwändigen Regulation, bei der die snRNAs 
zunächst aus dem Kern exportiert werden, im Zytoplasma dann unter Kontrolle des SMN-(survival of motor 
neurons-)Komplexes mit den Sm-Proteinen assoziieren, an 5’- und 3’-Ende prozessiert und schließlich 
wieder in den Kern importiert werden. Der SMN-Komplex erfüllt hierbei eine wichtige regulatorische Funkti-
on, indem er snRNAs identifiziert und verhindert, dass die Sm-Proteine mit anderen RNA-Spezies in 




Abb. 3-49: Der SMN-Komplex und seine Substrate. 
Vereinfacht ist der SMN-Komplex als Dimer dargestellt, obwohl er aufgrund seiner Größe (30–70S) vermutlich eine oligomere Struktur besitzt. Ge-
min2, 3, 5 und 7 binden direkt an die SMN-Proteine (SMN1, SMN2), während Gemin4 und 6 indirekt über die Interaktion mit Gemin3 bzw. Gemin7 
assoziiert sind. Auf der linken Seite sind die direkten Proteintargets des SMN-Komplexes gezeigt. Diese sind Bestandteile unterschiedlicher RNPs, 
die Funktionen auf verschiedenen Stufen des RNA-Metabolismus erfüllen und auf der rechten Seite dargestellt sind. Abgesehen von seiner Interak-
tion mit RNA-bindenden Proteinen kann der SMN-Komplex auch direkt mit snRNAs in Kontakt treten. [127] 
 
Von den in dieser Abbildung gezeigten Bestandteilen und Interaktionspartnern des SMN-Komplexes waren 
die folgenden nach Zytostatikaexposition reprimiert (Markierung wie unter 3.2.8.2): Die SMN-Komponenten 
Gemin2 M↓ (HUGO: SIP1) und Gemin4 A↓ M↓, die Sm-Proteine SNRPA A↓, SNRPB A↓ M↓ und SNRPD1 M↓, die 
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Lsm-Proteine LSM2 M↓ und LSM6 A↓, Fibrillarin A↓ (HUGO: FBL), hnRNP Q A↓ M↓ (HUGO: SYNCRIP) und 
RNA-Helikase A M↓ (HUGO: DHX9). 
 
Abb. 3-50 vermittelt einen Eindruck von den Abläufen bei der Bildung von snRNPs. 
 
Abb. 3-50: Die Zusammenlagerung von snRNPs. 
(i) RNA-Polymerase II transkribiert die snRNA-kodierenden Gene. Die primären Transkripte tragen ein monomethyliertes m7GpppG(m7)G-Cap am 
5’-Ende. (ii) Sie werden über den cap-binding complex (CBC) und den Adaptor PHAX ins Zytoplasma exportiert. (iii) Die Bildung des Sm-Kerns aus 
SMN-Komplex und Sm-Proteinen ist für die nachfolgende Hypermethylierung der Capstruktur (iv), ihre Umwandlung in ein 2,2,7-Trimethylguanosin 
(TMG) und die Reifung des 3’-Endes der snRNA erforderlich. Sind der Sm-Kern korrekt formiert und die TMG-Capstruktur intakt, kann der Import 
des snRNPs in den Nukleus erfolgen (v). Im Nukleus sind die snRNPs zunächst in Cajal Bodies (CB) konzentriert, aus diesen wandern sie zu prä-
mRNAs und führen das Spleißen durch (vi). [127] 
 
rRNAs unterliegen ebenso wie mRNAs nach der Transkription einer Prozessierung, diese findet im Nukleo-
lus an snoRNPs (small nucleolar RNPs) statt. Es existieren mehrere Subtypen von snoRNPs, die verschie-
dene snRNAs und assoziierte Proteine enthalten, zu diesen zählt beispielsweise Fibrillarin. Der SMN-
Komplex scheint nicht nur für die Bildung von snRNPs, sondern auch für die Entstehung von snoRNPs ei-
ne Rolle zu spielen [128]. 
 
Am Spleißen von prä-mRNAs im Zellkern sind neben den snRNPs noch viele weitere Nicht-snRNP-
Proteine beteiligt. Untersuchungen haben gezeigt, dass bis zu 300 verschiedene Proteinkomponenten im 
Spleißosom enthalten sind, beispielsweise hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins), Lsm-Pro-
teine und zahlreiche zusammenfassend als splicing factors bezeichnete Effektoren [127, 129, 130]. 
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Einige Beispiele solcher Spleißfaktoren und die Veränderung ihrer Expression nach 72 h Zytostatikabe-




















































































Abb. 3-51: Expression verschiedener RNA-prozessierender Effektoren in A549- und MCF-7-Zellen nach 72 h Behandlung mit Zytostatika. 
A: Expression von Spleißfaktoren. B: Expression von Exosomkomponenten. 
 
Aus dem Spleißen geht die mRNA nicht isoliert, sondern im Komplex mit verschiedenen Proteinen als 
mRNP-(messenger ribonucleoprotein-)Partikel hervor. Unter anderem wird der Multiproteinkomplex EJC 
(exon-exon junction complex) vom Spleißosom spezifisch 20–24 Nukleotide stromaufwärts von Exon-
Exon-Grenzen auf der mRNA deponiert. Der EJC vermittelt den nukleären Export der mRNA, ist aber auch 
am sog. Nonsense-mediated decay-(NMD-)Signalweg beteiligt, in dem aberrante Transkripte mit vorzeiti-
gem Stoppcodon sehr schnell abgebaut werden [131, 132]. 
Ein ebenfalls in vielfältiger Weise in den RNA-Metabolismus involvierter Proteinkomplex ist das Exosom, 
das fast ausschließlich aus 3’→5’-Exonukleasen besteht. Es nimmt Einfluss auf die Transkription und den 
Export von mRNAs und vermittelt den Abbau AU-reicher mRNAs, aber auch die Degradation anderer 
RNA-Spezies [126, 133, 134]. Die Repression mehrerer Exosomkomponenten in A549- und MCF-7-Zellen 
nach 72 h Zytostatikabehandlung ist in Abb. 3-51B gezeigt. Wie bereits in  
Abb. 3-48 zu sehen war, wird EXOSC9 durch den Transkriptionsfaktor E2F1 reguliert [110], gleiches gilt für 
EXOSC8 [125] und möglicherweise andere Exosomproteine. 
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Die Analyse der Affymetrixdaten mittels IPA unterstützte den biologischen Zusammenhang vieler der hier 
beschriebenen RNA-prozessierenden Effektoren. In Abb. 3-52 ist ein aus den Daten von MCF-7-Zellen 
nach 72 h Behandlung generiertes Netzwerk gezeigt, in dem u. a. Proteine, die am Aufbau des Spleißo-
soms mitwirken, angereichert sind. 
 
Abb. 3-52: Deregulation von RNA-Prozessierungsgenen in MCF-7-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
Ausschnitt eines durch IPA-Analyse generierten Netzwerks. Farbgebung: rot = induziert, grün = reprimiert, farblos = nicht dereguliert. Die Gene, die 
im analysierten Datensatz nicht differenziell exprimiert waren, wurden vom IPA-Algorithmus als Bindeglieder des Netzwerks eingefügt. Die Funktio-
nen der reprimierten Gene sind Tab. 6-4 zu entnehmen. Von den induzierten Effektoren ANXA2 (annexin A2) und TYRP1 (tyrosinase-related prote-
in 1), die durch den IPA-Algorithmus in dasselbe Netzwerk eingeordnet wurden, ist nichts über eine Beteiligung am RNA-Metabolismus bekannt. 
 
Wie bereits erwähnt, konnten bei HT-29- und MDA-MB-231-Zellen kaum Veränderungen der Expression 
von Genen mit Funktionen in der Prozessierung von RNA-Spezies beobachtet werden. Interessanterweise 
fand sich aber insbesondere in HT-29-Zellen eine eklatante Häufung von herabregulierten Genen, deren 
Produkte in einen anderen Aspekt des RNA-Stoffwechsels involviert sind, nämlich die Synthese von tRNAs. 
Insgesamt wurden sechs tRNA-Synthetasen durch jeweils mindestens vier Zytostatika nach 72 h in HT-29-
Zellen reprimiert, von diesen gehörte nur eine (Methionin-tRNA-Synthetase, MARS) auch in MDA-MB-231-
Zellen zu den „gemeinsamen“ nach 72 h herabregulierten Genen und eine weitere (Alanyl-tRNA-
Synthetase, AARS) war in A549-Zellen nach 72 h durch alle Zytostatika außer Taxol signifikant reduziert. 
Zwei weitere Enzyme dieser Familie (Glutamyl-Prolyl-tRNA-Synthetase, EPRS, und Isoleucin-tRNA-
Synthetase, IARS) erfüllten nicht die Filterkriterien für „gemeinsame“ Gene, wurden aber dennoch tenden-
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ziell durch die Zytostatika herabreguliert. In Abb. 3-53 sind die Expressionshöhen dieser tRNA-
Synthetasen in HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung gezeigt. 
Da die tRNAs als Trägermoleküle für die Aminosäurebausteine und als Adaptoren bei der ribosomalen 
Proteinsynthese dienen, kann man folgern, dass die Zytostatikabehandlung in HT-29-Zellen vermutlich ei-
























Abb. 3-53: Expression von tRNA-Synthetasen in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
 
3.2.8.4 Differenzielle Expression von Zytokinen und zytokinresponsiven Transkripten 
In allen untersuchten Zellmodellen ließen sich nach Zytostatikabehandlung Veränderungen in der Expres-
sion von Genen feststellen, die eine Rolle in immunologischen Prozessen spielen. Die kodierten Proteine 
fungieren entweder direkt als Zytokine oder ihre Expression und Aktivität sind zytokinabhängig und sie 
vermitteln die Effekte dieser Botenstoffe. 
Der überwiegende Teil von ihnen wurde durch die Zytostatikaexposition induziert. Zwischen den verschie-
denen Zellmodellen gab es einige Übereinstimmungen hinsichtlich der betroffenen immunologisch relevan-
ten Gene, viele waren aber auch zellspezifisch hoch- oder herabreguliert und blieben in den anderen Zell-
systemen weitgehend unverändert. 
Die ausgeprägtesten Veränderungen von an der Immunantwort beteiligten Genen waren in HT-29-Zellen 
nach 72 h Behandlung zu beobachten, hier konnten 62 induzierte und 9 reprimierte Gene unter den „ge-
meinsamen“ Genen aufgrund von Literaturangaben als zytokinartig oder zytokinresponsiv eingestuft wer-
den. Da die Gesamtzahl der „gemeinsamen“ induzierten Gene in dieser Zelllinie nach 72 h gerade einmal 
bei 114 lag, ist offensichtlich, dass eine massive Aktivierung von an der Immunabwehr beteiligten Signal-
wegen stattgefunden haben muss. Außerdem fiel auf, dass 5-FU in HT-29-Zellen extrem wenige Immun-
antwort-Gene modulierte, fast alle „gemeinsamen“ Gene wurden nämlich nur durch Adriamycin, Campto-
thecin, Etoposid und Cisplatin und teilweise auch durch Taxol dereguliert. Gleiches galt auch in MDA-MB-
231-Zellen. Interessant ist auch der Befund, dass HT-29-Zellen – im Kontrast zu der prominenten Immun-
reaktion nach 72 h Behandlung – zum 24 h-Zeitpunkt noch keinerlei Veränderung von Genen dieser Kate-
gorie zeigten. 
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Auch in den anderen Zellmodellen ließen sich insbesondere nach 72 h Zytostatikaexposition eine ganze 
Reihe „gemeinsamer“ deregulierter Gene als an der Immunantwort beteiligt einstufen. Tab. 3-7 gibt eine 
Übersicht über die Anzahl der jeweils differenziell exprimierten Gene dieser Kategorie. 
 
 A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231 
 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 
Anzahl deregulierter 
Immunantwortgene 10↑ 1↓ 19↑ 2↓ 2↑ 0↓ 11↑ 1↓ 0 15↑ 1↓ 0 62↑ 9↓ 0 24↑ 7↓ 
Tab. 3-7: Anzahl deregulierter Gene mit Zytokinfunktion, zytokinabhängiger Expression oder anderweitiger Funktion bei der Immunab-
wehr nach Zytostatikabehandlung in den verschiedenen Zellmodellen. 
↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
 
In die Zählung aufgenommen wurden einerseits Gene, die selbst Zytokinfunktion besitzen, u. a. Chemokine 
wie Interleukin 8 (IL8) und Mitglieder der CXC- und CC-Chemokinfamilien. Andererseits wurden Gene be-
rücksichtigt, deren Produkte an der Signalübermittlung im Rahmen immunologischer und inflammatorischer 
Prozesse beteiligt sind, beispielsweise der Death receptor FAS, Adaptoren an relevanten Rezeptoren (z. B. 
TRAF1, IRS2) und Transkriptionsfaktoren wie das NFκB-(nuclear factor κB-)Familienmitglied RELB und 
Faktoren der STAT-Gruppe. Schließlich wurden auch Gene eingeschlossen, deren Expression vorwiegend 
durch Zytokine, wie z. B. Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interleukin 1 (IL1) oder Interferone, reguliert wird. 
In vielen Fällen ist für die Proteine, die durch solche zytokinresponsiven Gene kodiert werden, auch eine 
Beteiligung an der Immunantwort und/oder der Wachstumsregulation beschrieben. Typischerweise werden 
die transkriptionellen Effekte von Zytokinen durch Transkriptionsfaktoren der NFκB-, STAT- oder AP-1-
Familie vermittelt [135]. Tab. 6-5 (S. 276) zeigt die in mindestens einem Zellmodell nach 24 und/oder 72 h 
zu den „gemeinsamen“ Genen zählenden und in die Immunantwort involvierten Gene. 
 
Für den Großteil der zytokinartigen oder -responsiven Gene bzw. ihre Genprodukte gilt, dass ihr Vorkom-
men und ihre Effekte in der Literatur hauptsächlich für Zellen des Immunsystems, wie z. B. Granulozyten, 
Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, beschrieben sind. Es wird allerdings auch berichtet, dass sie von 
Tumorzellen exprimiert werden können und Einfluss auf Proliferation, Differenzierung und Zelltod nehmen 
und dass sie – soweit es sich nicht um isolierte Zellen, sondern um Tumoren im physiologischen Umfeld 
eines Patienten oder eines Tiermodells handelt – die Immunantwort des Wirts modulieren können [136-
138].  
 
Zu den zytokinresponsiven Genen, die nach Zytostatikabehandlung induziert wurden, gehören zahlreiche 
interferonabhängige Gene aus der Gruppe der sog. ISGs (interferon-stimulated genes) und auch sehr viele 
Gene, für die eine Induktion durch TNFα, Interleukine und andere Zytokine beschrieben ist. Diese Befunde 
sind ein starkes Indiz dafür, dass die Tumorzellen durch die Zytostatikaexposition selbst zur Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine angeregt werden, da ja in der Zellkultur keine Immunzellen vorhanden sind, 
von denen diese Botenstoffe stammen könnten. Offensichtlich wirken die sezernierten Zytokine dann au-
Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 119 
tokrin auf die Tumorzelle zurück bzw. parakrin auf die benachbarten Zellen und stimulieren die Expression 
der genannten Gene. 
Ein solches Zytokin, welches durch die Zytostatikabehandlung induziert wurde und möglicherweise die Ex-
pression vieler anderer deregulierter Gene stimuliert hat, ist Interleukin 8. In den vorliegenden Datensätzen 
wurde eine Induktion von IL8 in A549-Zellen (nach 24 und 72 h) und HT-29-Zellen (nach 72 h) jeweils 




























Abb. 3-54: Expression von IL8 in A549- und HT-29-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
 
In den anderen Zellmodellen war entweder keine signifikante Induktion festzustellen (MCF-7) oder nur eine 
Induktion durch zwei Substanzen (HMEC nach 72 h) oder sogar eine Repression (MDA-MB-231 nach 72 h 
durch 3 Substanzen). Die Induktion von IL8 in Tumoren wird in der Literatur sowohl mit der wünschenswer-
ten Stimulierung einer antitumoralen Immunantwort als auch mit unerwünschten proangiogenen und me-
tastasierungsfördernden Effekten in Zusammenhang gebracht [49, 136, 139]. 
 
Eine erhöhte Expression von Interferonen selbst konnte zwar in keinem Zellsystem gemessen werden, je-
doch waren zahlreiche ISGs, also interferonresponsive Gene, in HT-29- und teilweise auch in MDA-MB-














































Abb. 3-55: Expression verschiedener ISGs in HT-29- und MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
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Auffällig war hier der bereits erwähnte Befund, dass 5-FU zu keiner bzw. nur einer schwachen Induktion 
dieser interferonresponsiven Transkripte führte. Den ISGs werden neben ihrer antiviralen und immunmodu-
latorischen Wirkung auch antiproliferative, antiangiogene und teilweise proapoptotische Eigenschaften zu-
geschrieben [138]. 
In den Zellmodellen mit Wildtyp-p53-Protein wurde abgesehen von der Induktion von G1P2, welches ja 
auch durch p53 transaktiviert werden kann (s. 3.2.8.1.1), kein typisches ISG unter den „gemeinsa-
men“ hochregulierten Genen identifiziert.  
 
Der bereits bei den p53-Effektoren beschriebene Rezeptor FAS spielt neben seiner Funktion bei der Einlei-
tung der Apoptose auch eine zentrale Rolle in der Immunantwort. Nach Bindung seines Liganden FASL 
stimuliert er verschiedene Signalkaskaden, von denen mindestens eine in der Aktivierung von NFκB und 
somit der Expression zahlreicher Targetgene resultiert. 
Wie bereits in Abb. 3-20 gezeigt, wurde FAS durch die Zytostatikabehandlung sowohl in Zellen mit Wildtyp- 
als auch mit mutiertem p53-Protein induziert. Neben den Publikationen, die eine p53-abhängige Regulation 
der FAS-Expression belegen, existieren auch zahlreiche Berichte darüber, dass FAS durch proinflammato-
rische Zytokine wie TNFα, IL1β und Interferon γ (IFNγ) transkriptionell aktiviert werden kann [140-143]. In 
Kombination mit den übrigen Daten liegt nahe, dass die in HT-29- und mit einzelnen Zytostatika auch in 
MDA-MB-231-Zellen beobachtete Induktion hierauf zurückgeführt werden kann. An der Induktion von FAS 
durch Zytokine ist NFκB als Transkriptionsfaktor beteiligt [140], d. h. man kann einen Feed-forward-Loop 
postulieren, in dem NFκB nach Ligandenbindung an FAS aktiviert wird und daraufhin die Synthese weiterer 
FAS-Rezeptoren bewirkt. 
Ein derartiger selbstverstärkender Effekt ist auch für das System aus dem Death ligand TRAIL (HUGO: 
TNFSF10) und seinen Rezeptoren, u. a. DR5, beschrieben. Einerseits kann TRAIL den NFκB-Signalweg 
aktivieren, andererseits gehört es selbst zu den transkriptionellen Targets von NFκB [144]. Die Expression 
von TRAIL war in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikaexposition signifikant erhöht. 
 
Wie erwähnt, kommt es häufig zur Aktivierung von NFκB, wenn eine Zelle Zytokinen ausgesetzt ist. Die 
daraufhin transaktivierten Targets haben primär proliferationsfördernde und immunstimulierende Wirkun-
gen. Der Befund, dass auch FAS und TRAIL zu den NFκB-induzierbaren Effektoren gehören, zeigt jedoch, 
dass NFκB auch an proapoptotischen Prozessen mitwirkt [50, 135]. Eine Auswahl einiger NFκB-Targets, 
die teils am Zellüberleben, teils an der Apoptose beteiligt sind, ist in Abb. 3-56 gezeigt. 
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Abb. 3-56: Targets von NF-κB, die in Zellüberleben oder Apoptose involviert sind. [53] 
 
In der Spalte „Funktion“ von Tab. 6-5 ist angegeben, ob die zytokinabhängige Expression des betreffenden 
Gens durch NFκB vermittelt wird, soweit diese Information der Literatur zu entnehmen war. Dies trifft auf 
eine Vielzahl von Genen zu. 
Die Rolle, die NFκB möglicherweise in der Antwort von HT-29-Zellen auf Zytostatikaexposition spielt, wur-
de auch durch den IPA-Algorithmus erkannt. Dies wird in Abb. 3-57 deutlich, die ein durch IPA-Analyse 
generiertes Netzwerk zeigt, in dem NFκB als zentraler Vermittler bei der Induktion diverser inflammatori-
scher Zytokine identifiziert wurde. 
 
Abb. 3-57: Zentrale Rolle von NFκB in der Regulation von Immunantwortgenen. 
Durch eine IPA-Analyse der 72 h-Daten von HT-29-Zellen generiertes Netzwerk, das mit transkriptionellen Targets von NFκB angereichert ist. 
Farbgebung: rot = induziert, grün = reprimiert, farblos = nicht dereguliert. 
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Weitere Beispiele zytokinresponsiver Transkripte, die in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung 
induziert waren, sind die Plasminogenaktivatoren uPA (HUGO: PLAU) und tPA (HUGO: PLAT) sowie der 
uPA-Rezeptor (uPAR; HUGO: PLAUR). uPA und tPA aktivieren Plasmin, welches sowohl direkt als auch 
indirekt über die Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) zur Degradation der extrazellulären 
Matrix (ECM) führt. uPA kann außerdem selbst die ECM-Komponente Fibronectin spalten. Aufgrund dieser 
Eigenschaften spielen die Plasminogenaktivatoren eine zentrale Rolle für die Motilität und Migration von 
Tumorzellen [145-147]. Der uPA-Rezeptor vermittelt die Effekte von uPA, interagiert mit Integrinen und 
Komponenten der ECM wie z. B. Vitronectin und stimuliert dadurch die adhäsiven und invasiven Eigen-
schaften von Tumorzellen. Außerdem wirkt uPAR auf verschiedene intrazelluläre Signalkaskaden wie z. B. 
den JAK-STAT-Signalweg ein [147-149]. Eine Induktion dieser Effektoren durch Chemotherapie, wie sie in 
HT-29-Zellen beobachtet wurde und auch in der Literatur beschrieben ist [14, 75], kann also potenziell die 
Invasion und Metastasierung von Tumoren anregen. Andererseits sind aber auch erwünschte immunstimu-
lierende Wirkungen denkbar, da uPA beispielsweise über die Aktivierung von MMP9 die Spaltung des IL8-
Vorläufers zum aktiven IL8-Chemokin auslösen kann [150]. 
3.2.8.5 Differenzielle Expression von Adhäsionsmolekülen 
Unter den nach Zytostatikabehandlung differenziell regulierten Genen waren viele, deren Produkte direkt 
an adhäsiven Interaktionen der Zelle und der Organisation des Zytoskeletts beteiligt sind oder die modulie-
rend auf die Adhäsion einwirken. In sämtlichen untersuchten Zellmodellen ließen sich Änderungen der Ex-
pression solcher Gene beobachten, in der Mehrzahl der Fälle waren sie induziert. Manche Gene wurden in 
mehreren Zelltypen als dereguliert identifiziert, andere scheinen eine zellspezifische Reaktion auf die Zy-
tostatikabehandlung darzustellen. In Tab. 6-6 (S. 288) sind diejenigen Gene gezeigt, die in adhäsive Inter-
aktionen bzw. die Reorganisation des Zytoskeletts involviert sind und in mindestens einem Zellsystem 
nach 24 oder 72 h zu den durch Zytostatika deregulierten „gemeinsamen“ Genen gehörten. 
 
Unter Adhäsion versteht man den spezifischen, rezeptorvermittelten Kontakt von Zellen untereinander oder 
zwischen Zellen und der sie umgebenden extrazellulären Matrix. Adhäsive Interaktionen erfüllen einerseits 
eine mechanische Funktion für die Gewebeintegrität und die Migration von Zellen, sind andererseits aber 
auch in Signaltransduktionsprozesse involviert. Adhäsionsabhängige Signale haben großen Einfluss auf 
Überleben, Proliferation, Differenzierung und Funktion von Zellen und sind essenziell für die zelluläre Kom-
munikation. Durch Adhäsion werden Umstrukturierungen des Zytoskeletts in Gang gesetzt, die wiederum 
entscheidend für die Motilität und Funktion der Zelle sind. Generell unterscheidet man homophile und hete-
rophile Interaktionen zwischen Adhäsionsmolekülen, je nachdem, ob Ligand und Rezeptor identisch sind 
oder nicht. Die Adhäsionsmoleküle lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen und umfassen Zellver-
bindungsmoleküle (cell junction molecules, CJMs), Substratadhäsionsmoleküle (SAMs) und Zelladhäsions-
moleküle (CAMs). 
Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 123 
CJMs bilden feste interzelluläre Brücken in Form von Desmosomen, Tight- oder Gap-Junctions. Zu ihnen 
zählen u. a. TJPs (tight junction proteins oder Proteine der Zonula occludens), Claudine, Connexine, Pla-
koglobin, Plakophilin und Desmoplakin. 
Die SAMs sind Proteine der ECM und der Basalmembran wie z. B. Kollagene, Proteoglykane, Fibronectin 
und Vitronectin. 
CAMs dienen der Erkennung der Zellumgebung und dem Knüpfen erster Kontakte zu anderen Zellen. Zu 
den CAMs gehören die Selektine, Cadherine, Integrine und Moleküle der Immunglobulinfamilie. 
Cadherine sind homotypische Zell-Zell-Adhäsionsmoleküle, die in spezialisierten Membranbereichen, wie 
der Zonula adherens und den Desmosomen von Epithelzellen, lokalisiert sind. Sie bilden enge Zell-Zell-
Verbindungen und stehen über ihre Interaktion mit Cateninen in Verbindung mit dem Actin-Zytoskelett. 
Gleichzeitig beeinflussen sie den Wnt-Signalweg, in dem β-Catenin eine zentrale Rolle spielt und der viel-
fältige Effekte auf Proliferation und Differenzierung ausübt. Integrine sind Heterodimere aus α- und β-
Ketten, die sowohl an membranständige Rezeptoren auf anderen Zellen als auch an ECM-Proteine binden 
können. Auch sie stehen in enger Verbindung mit dem Zytoskelett. Integrine clustern in Strukturen, die als 
fokale Komplexe bezeichnet werden. Auf ihrer zytoplasmatischen Seite, den sog. fokalen Adhäsionsstellen, 
interagieren sie mit Multiproteinkomplexen, welche Kinasen und Phosphatasen enthalten, die vielfältige 
zelluläre Signalkaskaden in Gang setzen können. Zu ihnen gehört u. a. die fokale Adhäsionskinase (FAK), 
die die MAPK-, JNK-(c-Jun N-terminal kinase-) und PI3K-Signalwege beeinflusst. Die Ausbildung der foka-
len Komplexe wird ebenso wie viele mit der Organisation des Zytoskeletts zusammenhängende Prozesse 
von GTPasen der Rho-Familie wie CDC42, RACs und RHOs reguliert. Zelladhäsionsmoleküle der Im-
munglobulinfamilie vermitteln sowohl homo- als auch heterotypische Interaktionen, zu ihnen gehört bei-
spielsweise L1CAM [151, 152]. Aus Tab. 6-6 lässt sich entnehmen, welche Aufgaben die nach Zytostatika-
behandlung differenziell exprimierten Gene in adhäsiven Vorgängen erfüllen und welche weiteren Eigen-
schaften von ihnen bekannt sind. In vielen Fällen besitzen in die Adhäsion involvierte Effektoren nämlich 
weitere Funktionen, beispielsweise in der Regulation der Apoptose. 
 
Welche Auswirkung die Induktion oder Repression von Adhäsionsmolekülen auf das Tumorgeschehen, 
insbesondere auf Migration und Metastasierung, haben, ist schwer zu beurteilen. Ihre Effekte sind überaus 
ambivalent, da sie einerseits als Verankerung der Zelle dienen und dadurch die Invasion unterdrücken 
können, andererseits aber auch als eine Art „Haltegriffe“ fungieren, mit denen wandernde Tumorzellen z. B. 
an Gefäßendothelzellen andocken und in Zielgewebe eindringen können [171]. 
 
Ein interessanter Effektor, der modulierend in die Adhäsion eingreift, ist der Wachstumsfaktor CTGF (con-
nective tissue growth factor). Seine Expression wurde sowohl in A549- als auch HMEC-Zellen nach 72 h 
Behandlung durch die Mehrzahl der Zytostatika erhöht (Abb. 3-58). CTGF reguliert die durch Integrine 
vermittelte Adhäsion, stimuliert die Expression des ECM-Bestandteils Fibronectin und beeinflusst auch die 
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Reorganisation des Zytoskeletts. Je nach Studie wird ihm eine fördernde oder hemmende Wirkung auf 



























Abb. 3-58: Expression von CTGF in A549- und HMEC-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
 
In MDA-MB-231-Zellen wurden nach 72 h mehrere Gene aus der CAM-Familie durch die Zytostatika Adri-
amycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid induziert, und zwar ICAM1, ICAM2 und MCAM. Die Daten 
hierzu zeigt Abb. 3-59. 5-FU und Taxol riefen keine Erhöhung der Expression hervor. In den anderen Zell-



























Abb. 3-59: Expression von ICAM1, ICAM2 und MCAM in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
 
Von diesen drei Zelladhäsionsmolekülen ist bekannt, dass sie die Migration, Invasion und Metastasierung 
von Tumorzellen fördern. Häufig sind sie auf den Tumorzellen von Krebspatienten in hoher Dichte expri-
miert und können mit dem histologischen Grad des Tumors korreliert werden [156, 157]. Interessanterwei-
se ist von ICAM1 und ICAM2 aber auch bekannt, dass sie durch proinflammatorische Zytokine induziert 
werden können und an der Immunantwort beteiligt sind [158-162]. Speziell für ICAM1 gibt es sogar konkre-
te Befunde, dass es die Abwehr des Wirts gegen die Krebsgeschwulst zu stimulieren vermag, da seine 
Expression mit einer verstärkten Infiltration des Tumors durch T-Lymphozyten in Zusammenhang zu ste-
hen scheint [163]. Im Gegensatz zu seiner postulierten Beteiligung an der Invasion und zu Daten aus an-
deren Tumorarten wurde außerdem über eine verringerte Expression bei Brustkrebspatientinnen mit 
Lymphknotenbefall im Verhältnis zu lymphknotennegativen Fällen berichtet. ICAM1 wurde deshalb eine 
Rolle als Tumorsuppressor zugeschrieben [164]. 
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Die beobachtete Induktion von ICAM1 nach Zytostatikaexposition wird durch Publikationen bestätigt, die 
den besagten Effekt nach Behandlung von Tumorzellen mit verschiedenen genotoxischen Agenzien nach-
weisen konnten [165, 166]. 
 
Auch die Datenanalyse mit IPA stellte einen funktionellen Zusammenhang zwischen zahlreichen nach Zy-
tostatikabehandlung deregulierten Adhäsionsmolekülen her. Als Beispiel ist hier ein Netzwerk gezeigt, das 
aus den Expressiondaten von A549-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung generiert wurde (Abb. 3-60). 
 
 
Abb. 3-60: Induktion von Adhäsionsgenen in A549-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
Durch eine IPA-Analyse erzeugtes Netzwerk, das mit an der Adhäsion beteiligten Effektoren angereichert ist. Die rot markierten Gene sind im Da-
tensatz induziert. Die Funktion der deregulierten Adhäsionsmoleküle ist Tab. 6-6 zu entnehmen. Nicht in Tab. 6-6 enthalten sind FHL2 (four and a 
half LIM domains 2), ein transkriptioneller Koaktivator mit proapoptotischer Wirkung, der durch den RHO-Signalweg induziert wird [167-169], und 
das Zytokin TNFSF9, welches an der Antigenpräsentation beteiligt ist [170]. 
 
3.2.8.6 Repression der Unfolded Protein Response 
In MDA-MB-231-Zellen fällt auf, dass nach 72 h Zytostatikabehandlung eine ganze Reihe von Genen her-
abreguliert sind, deren Produkte an der sog. Unfolded Protein Response (UPR) beteiligt sind. Diese sind in 
Tab. 6-7 (S. 294) zusammengestellt. 
Die UPR wird als Reaktion auf Stress im Endoplasmatischen Retikulum (ER) aktiviert. Zu den zytotoxi-
schen Stressoren, die die UPR auslösen können, gehören u. a. Hypoxie, Nährstoff- und Calciummangel 
und pH-Verschiebungen im ER. Die UPR dient dazu, die Akkumulation ungefalteter Proteine zu verhindern 
und dadurch das ER, aber auch andere Organellen vor Schäden zu schützen. Im Allgemeinen erfüllt die 
UPR eine zytoprotektive Wirkung, d. h. sie versucht, das Überleben der Zelle unter Stressbedingungen zu 
sichern. Jedoch vermag sie bei lang andauernder Aktivierung auch Apoptose auszulösen, wodurch der Or-
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ganismus in seiner Gesamtheit geschützt wird. Wichtige Komponenten der UPR und ihre wesentlichen 
Funktionen sind in Abb. 3-61 dargestellt. 
 
 
Abb. 3-61: Die Aktivierung der Unfolded Protein Response. 
Eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der UPR spielen die Kinasen PERK (pancreatic eIF-2α kinase), IRE1α/β (inositol-requiring 1 α/β) und ATF6 
α/β (activating transcription factor 6 α/β), die als Transmembranproteine in der Membran des ER lokalisiert sind. Unter Normalbedingungen ist das 
Hitzeschockprotein BiP (HUGO: HSPA5) an die luminale Domäne dieser Kinasen gebunden und hält sie in inaktivem Zustand. Bei Akkumulation 
ungefalteter Proteine im ER dissoziiert BiP von seinen Bindungsstellen. PERK phosphoryliert daraufhin eIF-2α (eukaryotic translation initiation 
factor 2α) und löst dadurch eine Translationshemmung aus. Es kommt zum G1-Arrest aufgrund der fehlenden Synthese wichtiger Zellzyklusprotei-
ne wie z. B. Cyclin D1, jedoch auch zur spezifischen Bildung des Transkriptionsfaktors ATF4, welcher die Expression zahlreicher Targets induziert. 
Zu diesen zählt u. a. GADD34 (growth arrest and DNA-damage-inducible 34, HUGO: PPP1R15A), das als Untereinheit von Proteinphosphatase 
PP1 fungiert und die Phosphorylierung von eIF-2α wieder rückgängig macht. ATF6 kann nach Dissoziation von BiP zum Golgi-Apparat transportiert 
werden, wo die Proteasen S1P und S2P seine zytoplasmatische Domäne freisetzen. Diese besitzt Transkriptionsfaktoreigenschaft, wandert in den 
Nukleus und induziert dort die Expression verschiedener Effektoren. Zu diesen zählt u. a. XBP1 (x-box binding protein 1). Das XBP1-Transkript 
muss jedoch zunächst durch IRE1α/β um 26 Basen verkürzt werden. Diese Endonukleaseaktivität von IRE1α/β wird erst nach Dissoziation von BiP 
aktiviert. Die resultierende Leserahmenverschiebung in der XBP1-mRNA ermöglicht die Synthese des zugehörigen Proteins, das als hochaktiver 
Transkriptionsfaktor die Expression von an der Proteinfaltung beteiligten Chaperonen und Enzymen (z. B. PPIase B) induziert. Bei langfristiger 
Aktivierung der UPR kann Apoptose ausgelöst werden, dies geschieht in murinen Zellen über Caspase-12, in humanen Zellen vermutlich über die 
der murinen Caspase-12 homologe Caspase-4. [172] 
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Abb. 3-62 gibt eine Übersicht über die pro- und antiapoptotischen Signale, die bei Aktivierung der UPR 
ausgesandt werden. 
 
Abb. 3-62: Modulation der Apoptose nach Aktivierung der Unfolded Protein Response. 
Die antiapoptotischen Vorgänge (grau dargestellt), die durch Stress im ER angestoßen werden können, umfassen die Aktivierung von NFκB, Cha-
peronen und GSK3β (Glykogensynthasekinase 3β). Letztere phosphoryliert p53 und stimuliert dadurch seinen ubiquitinabhängigen Abbau, unter-
drückt also die p53-abhängige Apoptose. Die proapoptotischen Wirkungen der UPR (dargestellt in orange und grün) erstrecken sich auf mito-
chondriale und nicht-mitochondriale Signalwege. Die Induktion von CHOP (C/EBP homologous protein) und die Translokation von c-ABL (Abelson 
murine leukemia viral oncogene homolog) zur Mitochondrienmembran führt zur Hochregulation proapoptotischer BCL2-Proteine (BAK und BAD) 
und zur Herabregulation des antiapoptotischen BCL2. Es kommt zur Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien und zur Aktivierung von 
APAF1, welches die Caspasekaskade in Gang setzt. Unabhängig von den Mitochondrien verläuft ein weiterer Weg von der UPR zur Caspaseakti-
vierung: IRE1 rekrutiert TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), welches Procaspase-4 (bzw. in murinen Zellen Procaspase-12) aktiviert. [172] 
 
Die Bedeutung der UPR für das Tumorgeschehen erklärt sich aus der Tatsache, dass unphysiologische 
Bedingungen wie Nährstoffmangel und Hypoxie typischerweise im Inneren wachsender Neoplasien anzu-
treffen sind, die noch nicht ausreichend mit Blutgefäßen versorgt sind. Dies führt einerseits zur Aktivierung 
von HIF1α (hypoxia-inducible factor 1 α) und der Expression seiner zahlreichen Targets mit zytoprotektiven 
und proangiogenen Eigenschaften. Parallel wird aber auch die UPR induziert, die mit der Hypoxieantwort 
zwar einige Effektoren (beispielsweise VEGF, den vascular endothelial growth factor) teilt, jedoch einen 
eigenständigen Signalweg darstellt. In Tumoren scheint die UPR häufig konstitutiv aktiviert zu sein, ohne 
Apoptose auszulösen, d. h. es werden offenbar nur die zytoprotektiven Komponenten des Signalwegs 
wirksam. Die Mechanismen hierfür sind weitgehend unklar. 
Darüber hinaus existieren Befunde, dass die Aktivierung der UPR die Chemosensitivität von Tumorzellen 
gegenüber antineoplastischen Agenzien verändert. Es wird berichtet, dass sie die Resistenz gegenüber 
Topoisomerase-II-Inhibitoren wie Etoposid erhöht, während sie synergistisch mit quer vernetzenden Sub-
stanzen wie Cisplatin wirkt und die Empfindlichkeit der Tumorzellen steigert. Für eine Diskussion mögli-
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cherweise daran beteiligter Mechanismen und eine ausführliche Darstellung der Rolle der UPR bei der 
Tumorentstehung und -progression s. [172]. 
In der Literatur ist interessanterweise beschrieben, dass Komponenten der UPR in diversen Brustkrebszell-
linien einschließlich MDA-MB-231 sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene induziert sind [173]. 
 
In Tab. 6-7 werden die Charakteristika der in MDA-MB-231-Zellen reprimierten UPR-Effektoren kurz umris-
sen. Es fällt auf, dass der Transkriptionsfaktor ATF4 und mehrere seiner transkriptionellen Targets (HER-
PUD1, HSPA5, VEGF) herabreguliert sind, was ihren funktionellen Zusammenhang unterstreicht. 
Der Transkriptionsfaktor XBP1, der die Expression zahlreicher Chaperone und an der Proteinfaltung betei-
ligter Enzyme steuert [174], ist allerdings nur durch zwei Behandlungen, nämlich Adriamycin und Cisplatin, 
deutlich reprimiert (Abb. 3-63A). Der proangiogene Wachstumsfaktor VEGF ist einerseits auf Transkripti-
onsebene reprimiert (vermutlich infolge der Repression von ATF4), zum anderen ist auch die Expression 
des Chaperons HYOU1 verringert, welches die Sekretion von VEGF steuert [175]. 
Die Expressionshöhen der genannten und einiger weiterer UPR-Effektoren in MDA-MB-231-Zellen zum 
72 h-Zeitpunkt sind in Abb. 3-63B1 und B2 dargestellt. 











































































Abb. 3-63: Expression von an der UPR beteiligten Genen in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
A: XBP1, B1: HSPA5 und TRA1, B2: ATF4, DNAJB9, HERPUD1, HYOU1, PDIA4, SDF2L1 und VEGF. 
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3.2.8.7 Deregulation von Genen mit Funktionen in Migration, Invasion und Metastasierung 
In den untersuchten Zellmodellen wurde nach Behandlung mit Zytostatika die Expression verschiedenster 
Gene beeinflusst, die in der Literatur im Zusammenhang mit der Migration von Tumorzellen, ihrer Invasion 
in fremde Gewebe und der Bildung von Metastasen beschrieben sind. Im Vergleich der Zellmodelle unter-
einander finden sich allerdings kaum Übereinstimmungen, d. h. in jedem Zelltyp wurden andere Gene mit 
derartigen Funktionen durch die Zytostatikabehandlung dereguliert. Diese Heterogenität wurde auch inner-
halb der verschiedenen Wildtyp-p53-Zellmodelle beobachtet. 
In jedem Zellsystem lassen sich jeweils sowohl bei den induzierten als auch den reprimierten „gemeinsa-
men“ Genen solche finden, die proinvasive Proteine kodieren, und ebenso Gene mit antiinvasiv wirkenden 
Produkten. Zudem wurden für manche als differenziell exprimiert identifizierte Effektoren in einem System 
fördernde, in einem anderen hemmende Effekte auf Motilität und Metastasierungstendenz beschrieben. 
 
Beispielhaft sollen anhand der differenziellen Expression derartiger Gene in HT-29-Zellen nach 72 h Zyto-
statikabehandlung ihre teilweise gegenläufigen Effekte dargelegt werden. 
Zu den in dieser Zelllinie induzierten metastasierungsassoziierten Genen gehört Matrixmetalloproteinase 
MMP7, auch bekannt als Matrilysin (Abb. 3-64A). Das kodierte Enzym degradiert wie alle MMPs Kompo-
nenten der extrazellulären Matrix und kann in eindeutigen Zusammenhang mit der Progression und Inva-












































































































































Abb. 3-64: Expression von Genen, die pro- und antiinvasive Effektoren kodieren, in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
A: MMP7, B: Plasminogenaktivatoren tPA und uPA sowie der uPA-Rezeptor (uPAR), C: Proteinase-Nexin I, D: Cystatin E/M, E: Trypsinogen 1 
und 2, F: BMP2. 
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Die Induktion der metastasierungsfördernden Plasminogenaktivatoren tPA und uPA und des Rezeptors 
uPAR wurde bereits im Zusammenhang mit der zytokinabhängigen Genexpression in HT-29-Zellen be-
schrieben (s. 3.2.8.4). Ihre Expressionshöhen sind in Abb. 3-64B gezeigt. Gleichzeitig wurde in dieser Zell-
linie aber auch Proteinase-Nexin I (HUGO: SERPINE2; s. auch Abb. 3-60) hochreguliert (Abb. 3-64C), das 
als Inhibitor der Plasminogenaktivatoren fungiert und die Zusammensetzung der ECM moduliert. Es kann, 
wie auch die Plasminogenaktivatoren, durch Zytokine induziert werden [178], was möglicherweise einen 
Feedbackmechanismus gegen übermäßige Aktivität von tPA und uPA darstellt. Trotz seines hemmenden 
Einflusses auf tPA und uPA wurde beschrieben, dass Proteinase-Nexin I das invasive Potenzial von Tu-
morzellen in Xenograft-Modellen steigert und zudem antiapoptotisch wirkt, vermutlich aufgrund seines Ein-
griffs in den Adhäsionsprozess [179, 180]. 
Ganz allgemein gilt für viele in die Adhäsion involvierte Effektoren, die bereits unter 3.2.8.5 beschrieben 
und in Tab. 6-6 gezeigt sind, dass sie auch die Migration und Metastasierung von Tumorzellen fördern 
können. 
Der erhöhten Expression der genannten invasionsfördernden Moleküle nach Zytostatikabehandlung steht 
jedoch einerseits die Induktion antiinvasiver Gene, andererseits die Repression weiterer metastasierungs-
fördernder Gene in HT-29-Zellen gegenüber. So wurde der Cysteinproteinaseinhibitor Cystatin E/M (HU-
GO: CST6) nach 72 h Behandlung durch alle sechs Zytostatika hochreguliert (Abb. 3-64D). Cystatin E/M 
bremst die Proliferation und das Metastasierungsverhalten von Tumorzellen in vitro und in vivo und wird als 
möglicher Tumorsuppressor diskutiert [181, 182]. 
Zu den herabregulierten proinvasiven Genen gehören Trypsinogen 1 (HUGO: PRSS1) und Trypsinogen 2 
(PRSS2), die nach Aktivierung zu Trypsin 1 bzw. 2 als Serinproteinasen fungieren (Abb. 3-64E). Sie sind 
an der Aktivierung von MMPs beteiligt, interessanterweise auch an der von MMP7, greifen aber auch direkt 
ECM-Komponenten an und fördern folglich u. a. die Migration und Invasion von Tumorzellen [183, 184]. 
Eine ambivalente Rolle in der malignen Progression spielt das TGFβ-Familienmitglied BMP2 (bone 
morphogenetic protein 2). Einerseits hat es proliferationshemmende Eigenschaften und kann in verschie-
denen Zelltypen Apoptose auslösen, andererseits wurden auch wachstums- und invasionsfördernde Effek-
te dieses Zytokins beschrieben [185-187]. Die Expression von BMP2 wurde in HT-29-Zellen nach 72 h 
durch alle sechs Zytostatika reprimiert (Abb. 3-64F). 
3.2.8.8 Differenzielle Expression von pro- und antiapoptotischen Effektoren 
Vieles, was bereits bei der Kategorie der migrationsassoziierten Gene (3.2.8.7) erläutert wurde, gilt auch 
für Gene, deren Produkte in apoptotische Prozesse involviert sind. Die Zytostatikaexpression führte näm-
lich in sämtlichen Zellmodellen zur Induktion und Repression sowohl pro- als auch antiapoptotischer Effek-
toren, sodass die letztendlich resultierende Wirkung auf die Zelle schwer abzuschätzen ist. Zudem besit-
zen zahlreiche Proteine je nach zellulärem Hintergrund, apoptotischem Stimulus etc. entweder pro- oder 
antiapoptotische Eigenschaften. 
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Am Beispiel von MDA-MB-231-Zellen wird eine Auswahl der nach Zytostatikaexposition differenziell expri-
mierten Gene dargestellt, die modulierend auf die Apoptose einwirken. Ihre Expressionsdaten nach 72 h 









































































Abb. 3-65: Expression pro- und antiapoptotischer Gene in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
A: WT1, GLIPR1, SOD2, PKC  η, B: BNIP3, FASN, C: TGFβ2. 
 
Unter den induzierten Genen befanden sich zwei Tumorsuppressoren mit proapoptotischen Eigenschaften, 
WT1 (Wilms tumor 1) und GLIPR1 (GLI pathogenesis-related 1, auch bekannt als RTVP-1). Wie Abb. 
3-65A zeigt, wurden sie durch Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid hochreguliert, nicht je-
doch durch 5-FU und Taxol. WT1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression seiner Zielgene sowohl 
aktivieren als auch reprimieren kann. Zu den durch WT1 reprimierbaren Targets gehören z. B. Cyclin E, 
das entscheidend an der G1/S-Progression beteiligt ist (s. 3.2.8.2.1), und der Wachstumsfaktorrezeptor 
IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor) [188, 189]. Über seine Eigenschaft als transkriptioneller Re-
gulator hinaus besitzt WT1 weitere Funktionen, die in Zusammenhang mit seinen antiproliferativen und 
proapoptotischen Effekten gebracht werden [190]. So konnte gezeigt werden, dass WT1 das β-Catenin-
Protein destabilisiert, die Bildung von Komplexen aus β-Catenin und TCF-(T-cell factor-)Proteinen vermin-
dert und folglich die Transkription von Targets des Wnt-Signalwegs unterbindet. Dieser Signalweg fördert 
Wachstum und Differenzierung und spielt eine wichtige Rolle in Transformation und Tumorprogression 
[191]. Die genannte Studie wurde in MDA-MB-231-Zellen durchgeführt und ektop exprimiertes WT1 war 
hier in der Lage, den transformierten Phänotyp zu unterdrücken. Es supprimierte das klonale Wachstum in 
Softagar und verhinderte die Entstehung von Tumoren aus MDA-MB-231-Zellen im Xenograft-Modell [192]. 
Die Expression von GLIPR1 ist in humanen Prostatatumoren herabreguliert und bei rekombinanter Ex-
pression im Zellmodell leitet es Apoptose ein. Aufgrund dieser Eigenschaften wird ihm eine Rolle als Tu-
morsuppressor zugeschrieben [193, 194]. 
Ebenfalls durch die Zytostatikabehandlung, in diesem Fall durch alle sechs Substanzen, wurde Superoxid-
dismutase 2 (SOD2) induziert (Abb. 3-65A). Dieses Enzym, das auch als MnSOD (Mangan-
Superoxiddismutase) bekannt ist, kann u. a. durch oxidativen Stress und verschiedene Zytokine aktiviert 
werden und schützt die Zelle vor stressinduzierter Apoptose, insbesondere vor den freien Radikalen, die im 
Rahmen der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien entstehen [195]. Trotz dieser antiapoptoti-
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schen Eigenschaften und weiterer Hinweise auf proliferationsfördernde Wirkungen von SOD2 [196, 197] 
gibt es auch Indizien, dass es als Tumorsuppressor fungieren kann [198]. In Übereinstimmung mit den vor-
liegenden Daten wurde die Erhöhung seiner Expression durch Adriamycin- und Etoposid-Behandlung in 
Tumorzellen in vitro beschrieben und ein Zusammenhang mit deren Überleben und Zytostatikaresistenz 
hergestellt [196, 199]. 
Ein weiteres Enzym, das in MDA-MB-231-Zellen nach Zytostatikaexposition induziert war (Abb. 3-65A) und 
dem vorwiegend antiapoptotische Eigenschaften zugeschrieben werden, ist Proteinkinase C η (PKC η bzw. 
HUGO: PRKCH). Es wurde eine klare Korrelation zwischen der Expressionshöhe von PKC η und dem 
Grad der Tumorprogression einerseits und der Resistenz gegen Zytostatika und UV-Bestrahlung anderer-
seits beobachtet [200-202]. Diese Kinase ist in der Lage, die PI3K/AKT-, MAPK- und mTOR-(mammalian 
target of rapamycin-)Signalwege zu aktivieren, dadurch das Wachstum zu fördern und Apoptose zu unter-
drücken [202, 203]. 
 
Auch unter den durch die Zytostatikaexposition herabregulierten Genen ließ sich eine ganze Reihe von 
Regulatoren der Apoptose identifizieren. 
So nahm einerseits die Expression des proapoptotischen BCL2-Familienmitglieds BNIP3 (BCL2/adeno-
virus E1B 19kDa interacting protein 3) deutlich ab (Abb. 3-65B). Es unterliegt u. a. einer transkriptionellen 
Regulation durch HIF1α und ist in hypoxischen Regionen von soliden Tumoren an der Einleitung der Apop-
tose beteiligt. Es gibt Befunde, dass BNIP3 nach Taxolbehandlung von Ovarialkarzinompatientinnen auf 
Transkriptionsebene reprimiert wird [204]. Außerdem ist seine Expression auch in 5-FU-resistenten Tumor-
zellen herabreguliert, was mit deren gesteigerter Überlebensfähigkeit in Verbindung gebracht wird [205]. 
Auf der anderen Seite wurde das antiapoptotisch wirkende Enzym FASN (fatty acid synthase) in MDA-MB-
231-Zellen ebenfalls durch sämtliche Zytostatika herabmoduliert (Abb. 3-65B). Tumoren, die FASN über-
exprimieren, haben einen massiven Wachstumsvorteil, sind vor Apoptose geschützt und legen einen ag-
gressiveren Phänotyp an den Tag, deshalb wird FASN als Onkogen eingestuft [206]. Eine gesteigerte Ex-
pression dieses Enzyms der Fettsäurebiosynthese wurde auch im Zusammenhang mit einer Chemoresis-
tenz gegen Taxol beobachtet [207]. 
Interessanterweise wurde das sog. DNA-damage-inducible transcript 4 (DDIT4, auch RTP801 oder 
REDD1) durch die Zytostatikabehandlung sehr stark reprimiert. Die Literaturbefunde sprechen dafür, dass 
DDIT4 zwar nach DNA-Schädigung induziert werden kann, jedoch nur in Wildtyp-p53-Zellen, und in der Tat 
wurde es auch als p53-transaktivierbares Target beschrieben [208]. DDIT4 ist in der Lage, Zellen gegen 
verschiedene apoptotische Stimuli wie Hypoxie, reaktive Sauerstoffspezies und genotoxische Schäden zu 
schützen [209, 210]. 
Eine ambivalente Rolle im Apoptosegeschehen spielt der ebenfalls durch den Großteil der Zytostatika re-
primierte Wachstumsfaktor der TGF-Familie TGFβ2 (Abb. 3-65C). Je nach zellulärem Kontext kann er pro- 
oder antiapoptotische und auch pro- oder antiproliferative Signalkaskaden in Gang setzen und die Aktivität 
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von Immunzellen des Wirts modulieren [211]. Unter anderem aktiviert TGFβ2 den NFκB-Signalweg, des-
sen Beteiligung an der Immunantwort, der positiven Wachstumsregulation und der Apoptose bereits er-
wähnt wurde (s. 3.2.8.4) [212]. In kolorektalen Tumoren wurde eine Überexpression von TGFβ2 beobach-
tet, außerdem wird es von verschiedenen Tumorzelllinien vermehrt sezerniert [212, 213]. 
3.2.9 Zytostatikaspezifische Effekte auf die Genexpression 
Insgesamt betrachtet sind sich die untersuchten Zytostatika in ihren molekularen Effekten auf die Gen-
expression sehr ähnlich. Dies wurde bereits aus der rein zahlenmäßigen Betrachtung der Affymetrix-Daten 
deutlich (s. 3.2.7) und bestätigte sich in den funktionellen Analysen der deregulierten Gene (s. 3.2.8). Den-
noch ließen sich substanzspezifische Charakteristika feststellen. Diese können einerseits darin bestehen, 
dass ein Zytostatikum Gene in ihrer Expression moduliert, die von keiner anderen Substanz wesentlich 
verändert werden, andererseits auch darin, dass ein Zytostatikum deutlich weniger Gene beeinflusst als 
die restlichen Behandlungen. Beide Szenarien konnten in bestimmten Kombinationen aus Substanz und 
behandeltem Zellsystem beobachtet werden und werden im Folgenden dargestellt. 
3.2.9.1 Im Vergleich zu den übrigen Zytostatika geringere Effekte einzelner Substanzen  
Im Rahmen der funktionellen Analyse der durch die Mehrzahl der Zytostatika deregulierten „gemeinsa-
men“ Gene wurde bereits mehrfach erwähnt, dass einzelne Substanzen in bestimmten Zellsystemen ein 
geringeres Ausmaß an Änderungen hervorgerufen haben als die übrigen Zytostatika. Dies wird auch bei 
der Betrachtung der verschiedenen Gentabellen im Anhang (Kap. 0) deutlich, in denen ja jeweils per Buch-
stabenkode angegeben ist, durch welche Substanzen das betreffende Gen dereguliert wurde. Es fällt ganz 
generell auf, dass die Zytostatika Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid bei einem sehr großen 
Anteil der differenziell exprimierten Gene vertreten sind, während 5-FU und Taxol tendenziell seltener auf-
tauchen. Besonders ausgeprägt ist dieses Phänomen bei MDA-MB-231-Zellen, hier wurden sehr viele 
„gemeinsame“ Gene nicht durch 5-FU und Taxol dereguliert. Von den UPR-Genen (s. Abb. 3-63) wurden 
allerdings die meisten auch durch 5-FU und Taxol herabreguliert, d. h. hinsichtlich der Repression dieser 
Stressantwort des ER unterscheiden sich die beiden Zytostatika nicht nennenswert von den übrigen. 
 
In HT-29-Zellen wich Taxol in beschränktem Ausmaß von den anderen Substanzen ab, 5-FU hingegen 
sehr stark, denn es beeinflusste nur wenige der von den übrigen Zytostatika deregulierten Gene. Dies ist 
beispielsweise anhand der differenziellen Expression von ISGs (s. Abb. 3-55) zu erkennen. 
 
In MCF-7-Zellen ließen sich ebenfalls schwächere Effekte von Taxol und besonders 5-FU auf die von der 
Mehrzahl der Zytostatika deregulierten Gene beobachten. Beispielsweise wurden zahlreiche mit dem Zell-
zyklus oder der DNA-Damage-Response zusammenhängende Gene nur von Adriamycin, Camptothecin, 
Cisplatin und Etoposid sowie teilweise auch von Taxol reprimiert. Dies läßt sich auch an dem in Abb. 3-44 
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dargestellten Heat Map sehr deutlich ablesen, der jedoch gleichzeitig zeigt, dass eine Tendenz zur Ernied-
rigung der Expressionshöhe durch 5-FU und Taxol in den meisten Fällen durchaus vorhanden ist. 
In A549-Zellen hob sich wiederum Taxol von der Mehrzahl der übrigen Behandlungen ab, da es generell 
eine relativ niedrige Zahl von Genen signifikant veränderte und nur relativ wenige der „gemeinsamen“ Ge-
ne beeinflusste. Zieht man das Beispiel der p53-abhängigen Antwort heran (s. Abb. 3-18 und Abb. 3-20 bis 
Abb. 3-24), so wird deutlich, dass Taxol nach 24 h Behandlung von A549-Zellen nur zu einer schwachen 
p53-Aktivierung führte, welche sich nach 72 h verstärkte, jedoch immer noch schwächer blieb als bei den 
übrigen Zytostatika. 5-FU unterschied sich in diesem Zellmodell im Hinblick auf die Deregulierung der „ge-
meinsamen“ Gene nicht wesentlich von den anderen Substanzen. 
 
In HMEC-Zellen ist das Bild etwas unklarer, hier bewirkten Taxol, Camptothecin und Etoposid teilweise ge-
ringere Veränderungen als die anderen drei Zytostatika. So war beispielweise bei der Induktion von CTGF 
(s. Abb. 3-58) zwar eine Induktion durch alle sechs Zytostatika messbar, diese war aber bei Adriamycin, 
Cisplatin und 5-FU deutlich stärker als bei den übrigen Substanzen. Zahlreiche p53-Targets wurden in 
HMEC-Zellen ebenfalls durch Taxol, Camptothecin und Etoposid nur schwach oder gar nicht moduliert, 
sodass viele p53-abhängige Gene in diesem Zellmodell nicht zu den „gemeinsamen“ gehörten. Auch an-
hand des in Abb. 3-45 gezeigten Heat Maps für die Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Gene ist zu 
erkennen, dass Adriamycin, Cisplatin und 5-FU deren Expression in stärkerem Maß herabregulierten als 
die übrigen Wirksubstanzen. Bei der Interpretation dieser Befunde ist zu bedenken, dass die zur Behand-
lung von HMEC-Zellen verwendeten Konzentrationen den IC80-Werten von MCF-7-Zellen entsprachen. 
Möglicherweise ist die Empfindlichkeit von HMECs gegenüber den verschiedenen Zytostatika nicht in glei-
cher Weise abgestuft wie die von MCF-7-Zellen, sodass nicht ganz äquieffektive Konzentrationen verwen-
det wurden. 
3.2.9.2 Substanzspezifisch deregulierte Gene 
Bei der Betrachtung der von einem Zytostatikum beeinflussten Gene erhält man zwar keinen Zellmodell 
überspannenden Fingerprint, findet aber in einzelnen Zelltypen auffallende Abweichungen von den übrigen 
Zytostatika, die eine nähere Betrachtung wert sind. 
Um im jeweiligen Zellmodell gezielt die substanzspezifischen Veränderungen herauszugreifen, wurde so 
gefiltert, dass ausschließlich diejenigen deregulierten Gene erfasst wurden, die von nur einem Zytostati-
kum signifikant beeinflusst wurden und bei den übrigen Substanzen deutlich unterhalb der Schwellenwerte 
lagen (s. 2.7.4.4). 
Die Auswertung nach diesen Filterkriterien lieferte bei nahezu allen Kombinationen aus Zytostatikum und 
behandeltem Zellsystem nur eine Handvoll oder sogar keinerlei Gene. Daraus lässt sich schließen, dass in 
den meisten Fällen keine substanzspezifischen Effekte vorhanden waren. Außerdem wird offenbar, dass 
die Gene, die von einem Zytostatikum dereguliert wurden und nicht in der Schnittmenge der „gemeinsa-
men“ Gene lagen, sehr häufig auch von anderen Substanzen verändert wurden, jedoch etwas weniger 
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stark, sodass sie die Schwellenwerte nur knapp verfehlten. Zu diesem generellen Befund gibt es aber be-
merkenswerte Gegenbeispiele und diese betreffen fast in allen Fällen die Substanz 5-Fluorouracil. 5-FU 
ließ nämlich nicht nur, wie unter 3.2.9.1 bereits ausgeführt, in der Mehrzahl der Zellmodelle viele der „ge-
meinsamen“ Gene unbeeinflusst, sondern führte zudem zur differenziellen Expression zahlreicher anderer 
Gene. Dies unterstreicht, dass der oben beschriebene Effekt nicht durch zu gering gewählte Konzentratio-
nen bei der Behandlung mit 5-FU verursacht wurde, sondern dass dieser Wirkstoff tatsächlich in mehreren 
Zelltypen eine charakteristische Signatur hervorrief. 
Derartige spezifische Veränderungen waren in A549-, HT-29- und MDA-MB-231-Zellen zu beobachten, 
und zwar sowohl nach 24 als auch nach 72 h Behandlungsdauer. Es muss hervorgehoben werden, dass 
zwischen den 5-FU-spezifischen Genen der drei Zelllinien kaum Überschneidungen bestanden, d. h. 5-FU 
erzeugte in jeder Zellart ein anderes Muster. In MCF-7- und HMEC-Zellen hingegen hob sich 5-FU nicht 
durch die Deregulierung spezifischer Gene von den übrigen Substanzen ab. 
Ein weiteres Zytostatikum, für das spezifische Änderungen der Genexpression beobachtet werden konnten, 
war Taxol. Allerdings unterschied es sich ausschließlich in HT-29-Zellen von den übrigen Substanzen. 
3.2.9.2.1 5-FU-spezifische Veränderungen der globalen Genexpression 
Im Folgenden werden einige der in HT-29-, MDA-MB-231- und A549-Zellen gefundenen 5-FU-spezifischen 
Gene näher beschrieben. 
 
5-FU in HT-29-Zellen 
In HT-29-Zellen hob sich 5-FU nach 24 h deutlich von den anderen Substanzen ab, da es zu diesem Zeit-
punkt schon eine signifikante Zahl von Genen modulierte, während die übrigen Behandlungen nur margi-
nale Änderungen hervorriefen. Nach 72 h glich sich die absolute Zahl der deregulierten Gene zwar an, der 
von 5-FU beeinflusste Satz von Genen wich aber auffallend von den restlichen Zytostatika ab. 
Zu den nach 24 h 5-FU-Exposition in HT-29-Zellen induzierten Genen gehören die beiden Zelladhäsions-
moleküle CEACAM1 und CEACAM6. Beide besitzen Homologie zu dem Tumormarker CEA (carci-
noembryonic antigen), dessen Serumkonzentration bei Kolonkarzinompatienten als wichtiger prä- und 
postoperativer Parameter dient [214]. CEACAM6 hemmt ebenso wie CEA die terminale Differenzierung 
verschiedener Zelltypen einschließlich Kolonkarzinomzellen und vermittelt Resistenz gegen Anoikis, also 
die durch Verlust der Adhäsion an die Wachstumsfläche verursachte Apoptose [215, 216]. Es ist in vielen 
Tumorarten überexprimiert und fördert deren Invasionsneigung [217]. Im Gegensatz dazu wird CEACAM1 
im Allgemeinen als Tumorsuppressor eingestuft, da es die Proliferation von Tumorzellen hemmt und pro-
apoptotisch und antiangiogen wirkt [218, 219]. Außerdem ist der Verlust der CEACAM1-Expression ein 
wichtiger Schritt in der kolorektalen Karzinogenese [220] und auch in vielen anderen Tumorarten ist es 
herabreguliert [221]. Allerdings gibt es auch Berichte über eine proangiogene Wirkung von CEACAM1 
[222]. Da das Protein in zwei Isoformen, CEACAM1-L und CEACAM1-S, exprimiert wird, bestimmt mögli-
cherweise das Verhältnis aus beiden den biologischen Effekt von CEACAM1 [223]. Nach 72 h waren 
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CEACAM1 und CEACAM6 nach wie vor in den 5-FU-behandelten Proben hochreguliert, zusätzlich wurden 
sie aber noch durch ein bzw. zwei weitere Zytostatika in gleicher Weise beeinflusst. 
Zudem induzierte 5-FU in HT-29-Zellen nach 24 h zwei Gene, die in die zelluläre Differenzierung involviert 
sind: KRT13 (Keratin 13) und RAI14 (retinoic acid induced 14). Ihre Expressionsdaten zum 24- und 72 h-




















































Abb. 3-66: Expression von KRT13 (A) und RAI14 (B) in HT-29-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
 
KRT13 ist ein Zytokeratin, das als Marker für den Differenzierungsgrad normaler und tumoraler Zellen dient 
[224]. Seine Expression ist in verschiedenen Tumortypen reduziert [225-227]. Nach 72 h war KRT13 im 
Verhältnis zur unbehandelten Kontrolle durch keinen der Wirkstoffe mehr signifikant induziert, tendenziell 
war seine Expression jedoch in den 5-FU- und Taxol-behandelten Proben erhöht. Über RAI14 ist nicht all-
zu viel bekannt: Es wurde als durch Retinsäure induzierbar beschrieben, außerdem ist es mit dem Actin-
Zytoskelett assoziiert und spielt möglicherweise eine Rolle in dessen Reorganisation [228, 229]. Nach 72 h 
Behandlung erfüllten sowohl 5-FU als auch Adriamycin die Kriterien für eine signifikante Erhöhung der 
RAI14-Expression. 
 
Sowohl nach 24 als auch nach 72 h war die Expression von HMMR (hyaluronan-mediated motility receptor) 
in 5-FU-behandelten HT-29-Zellen reprimiert. Das kodierte Protein stabilisiert den mitotischen Spindel-
apparat, ist aber auch in Proliferation, Migration und Metastasierung involviert und wird als Onkogen ein-
gestuft [230, 231]. Während es in sämtlichen Zellmodellen mit Wildtyp-p53-Protein durch alle oder fast alle 
Zytostatika reprimiert wurde, beeinflusste in HT-29-Zellen nur 5-FU seine Expression. Die Signalhöhen der 
beiden auf dem HG-U133A-Chip befindlichen Probe Sets für HMMR nach 24 und 72 h Behandlung von 
HT-29-Zellen sind in Abb. 3-67 gezeigt. In MDA-MB-231-Zellen konnte keine Substanz eine signifikante 
Änderung der Transkriptmenge von HMMR bewirken (Daten nicht gezeigt). 





















































Abb. 3-67: Signalhöhen der beiden Probe Sets von HMMR in HT-29-Zellen nach 24 h (A) und 72 h (B) Zytostatikabehandlung. 
 
Darüber hinaus reprimierte 5-FU in HT-29-Zellen nach 24 h spezifisch mehrere mitotische Gene (Aurora A, 
CENPF und KIF20A), die in den Wildtyp-p53-Zellen zu den „gemeinsamen“ Genen gehörten und unter 
3.2.8.2.4 bereits besprochen wurden. 
Während 5-FU viele der in HT-29-Zellen nach 72 h durch die anderen Substanzen induzierten Immunant-
wortgene unbeeinflusst ließ, steigerte es selbst zu diesem Zeitpunkt die Expression eines Interleukinrezep-
tors, nämlich IL17RB, des Rezeptors für IL17B und IL17E (Abb. 3-68A). Diese sind proinflammatorische 
Zytokine und stimulieren die Aktivierung von NFκB und die Synthese von IL8. So wie vielen anderen Im-
muneffektoren wird auch dem IL17-System sowohl ein Einfluss bei der Tumorangiogenese und -invasion 
als auch bei der Stimulierung der körpereigenen antitumoralen Abwehrmechanismen zugeschrieben [232]. 
Auch das Onkogen MUC1 (Mucin 1) gehörte zu den nach 72 h in HT-29-Zellen 5-FU-spezifisch hochregu-
lierten Genen (Abb. 3-68B). Es kann durch Zytokine induziert werden und vermittelt Resistenz gegen geno-
toxische Agenzien wie z. B. Cisplatin, indem es die Exekution der Apoptose hemmt [233, 234]. Zudem fun-




















































Abb. 3-68: Expression von IL17RB (A) und MUC1 (B) in HT-29-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
 
Der Transkriptionsfaktor MYC wurde nach 72 h in HT-29-Zellen ausschließlich durch 5-FU auf Expressi-
onsebene herabreguliert. Da MYC durch die Aktivierung oder Repression einer enormen Zahl von tran-
skriptionellen Targets sowohl die Zellzyklusprogression stimulieren und als Onkogen fungieren kann als 
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auch unter bestimmten Bedingungen eine proapoptotische Wirkung vermittelt [237], sind die Folgen seiner 
verringerten Expression schwer einzuschätzen. 
 
5-FU in MDA-MB-231-Zellen 
Auch in MDA-MB-231-Zellen rief 5-FU nach beiden Behandlungszeiten ein Expressionsmuster hervor, das 
sich von den übrigen Zytostatika auffallend unterschied. 
Nach 24 und noch deutlich stärker nach 72 h induzierte es spezifisch die Expression von GADD34 (HUGO: 



















































Abb. 3-69: Expression von GADD34 (A) und NNMT (B) in MDA-MB-231-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
 
Die Bedeutung von GADD34 im Rahmen der UPR wurde bereits kurz erwähnt (s. Abb. 3-61), und in dieser 
Hinsicht fällt auf, dass es trotz seiner Eigenschaft als Target von ATF4 und seiner Beteiligung an der UPR 
nicht reprimiert, sondern im Gegenteil induziert wurde. Abgesehen von ER-Stress kann GADD34 jedoch 
noch durch verschiedene andere Stressoren, wie Hypoxie und DNA-Schädigung, aber auch durch pro-
apoptotische Stimuli induziert werden, was die beobachtete Erhöhung der Expression erklären könnte [238, 
239]. Auf diese Signale hin vermittelt GADD34 einen Wachstumsarrest in der G1- oder G2-Phase des Zell-
zyklus und ist auch in die Einleitung der Apoptose involviert [240].  
Das nach 24 h am stärksten von 5-FU reprimierte Gen war NNMT (Nicotinamid-N-Methyltransferase). Die-
ser Effekt blieb auch nach 72 h bestehen, zusätzlich war dann auch nach Behandlung mit allen anderen 
Zytostatika eine reduzierte Expression zu beobachten, die jedoch nur für Taxol die Filterkriterien erfüllte 
(Abb. 3-69B). Es existieren diverse Studien, die eine erhöhte Expression von NNMT in Tumorgeweben un-
terschiedlicher Herkunft nachweisen konnten [241, 242]. 
 
Zu den durch 5-FU in MDA-MB-231-Zellen nach 24 und 72 h reprimierten Genen gehören zwei Enzyme 
der Sterolbiosynthese, IDI1 (Isopentenyldiphosphat-delta-Isomerase) und FDFT1 (Farnesyldiphosphat-Far-
nesyltransferase 1, auch als Squalensynthase bezeichnet). IDI1 katalysiert im Rahmen des Isoprenstoff-
wechsels die Umwandlung von Isopentenyldiphosphat in sein Isomer Dimethylallyldiphosphat, welches 
wiederum als Vorstufe von Farnesyldiphosphat dient. Dieses wird dann unter Katalyse von FDFT1 zu 
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Squalen umgesetzt [243]. Da die beiden Enzyme für direkt aufeinander folgende Stoffwechselschritte ver-
antwortlich sind, kann man vermuten, dass ihre Expression koreguliert wird. 
 
Nach 72 h induzierte 5-FU in MDA-MB-231-Zellen eine große Zahl von Genen, die von den übrigen Zyto-
statika nicht moduliert wurden. Die Funktionen dieser Gene sind sehr heterogen, es lässt sich allerdings 
eine gewisse Häufung von Zellzyklus- und Checkpointeffektoren feststellen. So wurde u. a. MDC1, ein 
Checkpointmediator für die Aktivierung von ATM und ATR nach DNA-Schädigung, spezifisch durch 5-FU 
hochreguliert, ebenso NBS1, dem als Teil des RAD50-MRE11-NBS1- und des BASC-Komplexes eine Rol-
le in der Aktivierung zellulärer Kontrollpunkte und der Reparatur von DNA-Schäden zukommt (s. 3.2.8.2.3). 
Außerdem induzierte 5-FU auch die Expression von Inh2 (HUGO: PPP1R2), einer inhibitorischen Unter-
einheit von Proteinphosphatase 1C, die zellzyklusabhängig exprimiert wird und an der Mitose beteiligt ist. 
Inh2 bildet einen Komplex mit NEK2 (NIMA-related kinase 2) und initiiert so vermutlich die Teilung der 
Zentrosomen im Rahmen der Ausbildung des Spindelapparats [244]. NEK2 ist auch am G2-Checkpoint 
beteiligt und möglicherweise spielt Inh2 hierbei ebenfalls eine Rolle [245]. Ein weiteres Beispiel eines an 
der Mitose beteiligten, durch 5-FU spezifisch induzierten Gens ist BRD4 (bromodomain containing 4). Das 
zugehörige Protein ist wichtig für den G2/M-Übergang und reguliert vermutlich die Chromosomendynamik 
während der Zellteilung [246]. Zudem interagiert BRD4 auch mit einer Komponente des Replication factor-
Komplexes, RFC1, und hemmt die G1/S-Transition und die DNA-Elongation [247]. Abb. 3-70A zeigt die 







































































Abb. 3-70: Induktion (A) und Repression (B und C) von Zellzyklus- und Checkpointgenen durch 5-FU in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h 
Zytostatikabehandlung. 
 
Auf der anderen Seite reprimierte 5-FU aber in MDA-MB-231-Zellen auch eine Vielzahl von Zellzyklusge-
nen, vorwiegend nach 72 h Behandlung. 
So nahm beispielweise die Expression von CDC2 und Cyclin A2, die gemeinsam einen für die G2/M-Pro-
gression essenziellen Komplex bilden (s. 3.2.8.2.4), nach 5-FU-Behandlung ab (Abb. 3-70B). Auch die Ex-
pression der anderen mitotischen Cycline B1 und B2 wurde durch 5-FU verringert, teils jedoch auch durch 
Adriamycin. 
Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 140 
Die Checkpointkinase ATR (s. 3.2.8.2.3.1) wurde in MDA-MB-231-Zellen ebenfalls durch 5-FU reprimiert, 
die nach 72 h Behandlung erhaltenen Daten zeigt Abb. 3-70C. Während also diese Kinase, die eine zentra-
le Rolle bei der Aktivierung der zellulären Antwort auf DNA-Schäden spielt, herabreguliert wurde, stieg die 
Expression des Mediators MDC1, der ihre Aktivität stimuliert, nach 5-FU-Behandlung an. 
 
5-FU in A549-Zellen 
Bei der Betrachtung der 5-FU-spezifischen Antwort in A549-Zellen fällt auf, dass sowohl nach 24 als auch 
nach 72 h eine ganze Reihe von Genen, die ribosomale Proteine der 60S-Untereinheit kodieren, reprimiert 
war und parallel auch das Gen des Translationsinitiationsfaktors EIF4B. Die Expressionsdaten sind in Abb. 
3-71A und B wiedergegeben. In HMEC-Zellen wurden die genannten Gene ebenfalls ausschließlich durch 
5-FU reprimiert, allerdings erst nach 72 h (Abb. 3-71C und D). Diese Befunde sprechen dafür, dass 5-FU 














































































































Abb. 3-71: 5-FU-spezifische differenzielle Genexpression in A549-Zellen bzw. HMEC-Zellen. 
Expression ribosomaler Proteine der 60S-Untereinheit (A) und von EIF4B (B) in A549-Zellen nach 24 und 72 h Behandlung; Expression ribosoma-
ler Proteine (C) und von EIF4B (D) in HMEC-Zellen nach 72 h Behandlung. 
 
5-FU induzierte nach 24 h Behandlung spezifisch mehrere Gene, die Zytokine kodieren. Dazu gehören 
zwei Chemokine, CCL2 und CXCL5, die an der Aktivierung von Neutrophilen beteiligt sind und die antitu-
morale Immunabwehr stimulieren können [136, 248]. Ihre Expression kann durch andere Zytokine, wie IL1, 
IL2 und TNFα, induziert werden [249]. Nach 72 h waren diese Chemokine allerdings auch durch andere 
Zytostatika in A549-Zellen hochreguliert. 
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Zu diesem Zeitpunkt wurde die Expression eines weiteren zytokininduzierbaren Transkripts ausschließlich 
durch 5-FU erhöht, welches allerdings als Gegenspieler der Zytokinantwort fungiert und die Immunabwehr 
abschwächt. Es handelt sich um SOCS5 (suppressor of cytokine signaling 5), das vermittelt durch Trans-
kriptionsfaktoren der STAT-Familie von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen aktiviert wird und in 
Form eines negativen Feedbackmechanismus u. a. den JAK-STAT-Signalweg inhibiert [250]. 
5-FU induzierte darüber hinaus auch JAG1 (jagged 1), den Liganden des Rezeptors NOTCH1 (Abb. 3-72). 
JAG1 ist häufig in Tumoren überexprimiert, dies korreliert mit der Invasivität und mit der Rezidivrate nach 
Tumorresektion [251]. NOTCH1 selbst hat onkogene Eigenschaften und fördert nach Aktivierung durch 



























Abb. 3-72: Expression von JAG1 in A549-Zellen nach Zytostatikabehandlung. 
 
3.2.9.2.2 Taxol-spezifische Effekte in HT-29-Zellen 
Wie bereits angesprochen, ließ sich nach 72 h Behandlung in HT-29-Zellen nicht nur eine 5-FU-spezifische 
Antwort feststellen, sondern es wurden auch zahlreiche Gene ausschließlich von Taxol dereguliert. Diese 
wurden hauptsächlich induziert. 
Unter ihnen finden sich diverse in die zelluläre Stressantwort involvierte Effektoren (Abb. 3-73). So wurde 
das Transkript des Hitzeschockproteins HSPA6 ausgehend von einem nicht detektierbaren Spiegel sehr 
stark hochreguliert. Auch GADD45B (growth arrest and DNA-damage-inducible β) wurde durch Taxol deut-
lich induziert. Das zugehörige Protein kann generell die Reaktion der Zelle auf Stressbedingungen, wie z. B. 
Strahlenexposition, regulieren, indem es über Bindung an die MAP3-Kinase MTK1 die p38- und JNK-Sig-
nalwege aktiviert [253]. Letztendlich kann dies sowohl zu Apoptose führen als auch die Apoptose hemmen; 
dies scheint vom schädigenden Stimulus oder der Aktivität weiterer Effektoren abhängig zu sein [254]. 
HMOX1 (heme oxygenase (decycling) 1) kann ebenfalls durch Stressfaktoren induziert werden und schützt 
die Zelle insbesondere vor oxidativer Belastung und der dadurch ausgelösten Apoptose. Seine Expression 
wurde beispielsweise in HMEC-Zellen nach 72 h durch alle Zytostatika hochreguliert. 

























Abb. 3-73: Expression stressinduzierbarer Gene in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung; spezifische Induktion durch Taxol. 
 
Ausschließlich durch Taxol wurde in HT-29-Zellen auch das Enzym Glykogensynthasekinase 3β (GSK3B) 
induziert (Abb. 3-74). GSK3B inhibiert durch Phosphorylierung eine ganze Reihe von Zellzyklus- und 
Wachstumsregulatoren, u. a. Cyclin D1, den Transkriptionsfaktor MYC, Glykogensynthase und β-Catenin 
[87]. In Summe vermittelt es antiproliferative und proapoptotische Effekte [255, 256]. Seine Aktivität wird 
durch den AKT- und den Wnt-Signalweg, die beide das Zellüberleben fördern, gehemmt [87]. 
Der NOTCH1-Ligand JAG1, der in A549-Zellen 5-FU-spezifisch induziert wurde, war in HT-29-Zellen aus-
schließlich nach 72 h Taxolbehandlung hochreguliert  (Abb. 3-74). 
Ebenfalls durch Taxol induziert wurde die Expression des Tumorsuppressors ING1 (inhibitor of growth fa-
mily, member 1; (Abb. 3-74). In Tumoren wurden sowohl Genrearrangements als auch reduzierte Tran-
skriptspiegel von ING1 beobachtet. Es hat vielfältige Wirkungen, zu denen die Induktion von Wachstumsar-
rest und Seneszenz, die Aktivierung zellulärer Kontrollpunkte und der DNA-Reparatur und die Einleitung 
von Apoptose gehören [257, 258]. Seine biologische Funktion wurde deshalb mit der von p53 verglichen 
[259]. Aus verschiedenen Spleißvarianten der ING1-mRNA entsteht eine ganze Proteinfamilie, deren am 





























Abb. 3-74: Taxol-spezifisch induzierte Gene in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung. 
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3.3 Spezifische Inhibition von Zielmolekülen durch RNAi und nieder-
molekulare Hemmstoffe 
3.3.1 Einleitung 
RNA-Interferenz (RNAi) ist eine relativ neue Methode, die in den wenigen Jahren seit ihrer Etablierung ei-
nen geradezu fulminanten Aufschwung genommen hat und mittlerweile zum Standardprogramm bei der 
Identifizierung und Validierung biologischer Zielmoleküle sowohl in der Grundlagenforschung als auch in 
der angewandten akademischen und industriellen Forschung gehört. 
Der postulierte RNAi-Mechanismus ist schematisch in Abb. 3-75 dargestellt. 
 
 
Abb. 3-75: Mechanismus der RNA-Interferenz. 
a: Struktur von siRNAs (small interfering RNAs): Zu den Charakteristika natürlich vorkommender und synthetischer siRNAs gehören eine ca. 19 bp 
lange doppelsträngige Region, 2 nt lange Überhänge, phosphorylierte 5’- und unphosphorylierte 3’-Enden. 
b: Lange dsRNA-Moleküle werden durch das RNase-III-artige Enzym Dicer ATP-abhängig zu siRNAs prozessiert. Diese werden in den Effektor-
komplex RISC (RNA-induced silencing complex) integriert und ATP-abhängig entwunden. Der Antisensestrang vermittelt die Erkennung der kom-
plementären Ziel-mRNA, die durch Komponenten des RISC endonukleolytisch gespalten wird. [260] 
 
Mit Hilfe der RNAi-Technologie kann die Expression eines Targets spezifisch inhibiert werden, woraufhin 
sich die Auswirkungen dieses Silencings auf die verschiedensten biologischen Parameter charakterisieren 
lassen. Neben dieser wissenschaftlichen Zweckbestimmung eröffnet RNAi aber auch therapeutische Per-
spektiven. 
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Bisher wurden Experimente vorwiegend in in-vitro-Systemen mit siRNAs (small interfering RNAs) oder 
shRNAs (small hairpin RNAs), die von Vektoren exprimiert und in der Zelle zu siRNAs prozessiert werden, 
durchgeführt. Es existieren aber bereits in-vivo-Daten aus Tierstudien, und Ende 2004 wurde sogar eine 
Phase-I-Humanstudie zur therapeutischen Anwendung von siRNAs bei Makuladegeneration gestartet, bei 
der die Applikation durch intraokuläre Injektion erfolgt [261]. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Transfektion verschiedener Zelllinien mit synthetischen 
siRNA-Molekülen methodisch etabliert. Hierfür wurden zwei Targets ausgewählt, die aufgrund der Daten-
lage als potenzielle onkologische Targets einzustufen sind. Einerseits wurde die Expression des zytoplas-
matischen Enzyms Cholinkinase gehemmt, dem – vermutlich aufgrund der Synthese eines mitogenen 
second messengers – tumorprogressionsfördernde Eigenschaften zugeschrieben werden, andererseits 
wurde der biologische Gegenspieler des Tumorsuppressors p53, MDM2, als Angriffspunkt im Nukleus ge-
wählt. Die Effekte des spezifischen Silencings dieser Zielmoleküle wurden unter verschiedenen Gesichts-
punkten untersucht, wobei der Schwerpunkt auf der Charakterisierung möglicher antiproliferativer, zellzyk-
lusarretierender oder proapoptotischer Wirkungen und Veränderungen der globalen Genexpression lag. 
 
Darüber hinaus wurden diese Effekte mit denen von niedermolekularen Inhibitoren verglichen, die gegen 
dieselben Targets gerichtet sind. Dieses Vorgehen beruht auf der Grundannahme, dass das Silencing 
durch RNAi ein geeignetes Modellsystem darstellt, um die Auswirkungen eines perfekten spezifischen In-
hibitors zu simulieren. Insofern sollte der Abgleich zwischen dem durch siRNAs hervorgerufenen Gen-
expressionsmuster und dem eines Inhibitors eine Unterscheidung in spezifische und unspezifische Neben-
effekte des niedermolekularen Hemmstoffs ermöglichen. Diese Vorstellung wird allerdings dadurch einge-
schränkt, dass auch die vermeintlich zielgerichteten siRNAs unspezifische Wirkungen, sog. „Off-Target-
Effekte“, induzieren können. In der Literatur häufen sich mittlerweile Publikationen hierzu, wobei sowohl 
über die sequenzabhängige Hemmung homologer Transkripte mit ein bis drei fehlgepaarten Basen als 
auch über eine unspezifische Aktivierung des Interferonsystems berichtet wird [262-265]. Diese Problema-
tik lässt sich jedoch lösen, indem man für ein Target mehrere funktionelle siRNAs einsetzt und deren ge-
meinsame Effekte ermittelt, da die Wahrscheinlichkeit sehr hoch ist, dass ihre Übereinstimmungen auf das 
Silencing des gewünschten Targets zurückzuführen sind. 
3.3.2 Positiv- und Negativkontrollen in RNAi-Experimenten 
Zusätzlich zu den gegen Cholinkinase bzw. MDM2 gerichteten siRNAs wurden bei den im Folgenden be-
schriebenen RNAi-Transfektionen verschiedene Kontrollen mitgeführt. Zum einen wurde als Positivkontrol-
le eine siRNA gegen das Kinesin Eg5 eingesetzt. Eg5 spielt als Motorprotein eine wichtige Rolle bei der 
Ausbildung des mitotischen Spindelapparats. Das Silencing von Eg5 führt in den transfizierten Zellen sehr 
rasch, nämlich schon innerhalb von 24 h, zu einem ausgeprägten G2/M-Arrest, der sich nach 48 und 72 h 
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noch verstärkt. Außerdem beginnen die arretierten Zellen, sich von der Wachstumsfläche abzulösen und 
gehen nach und nach in Apoptose. Deshalb lässt sich der Erfolg der Transfektion sehr gut und einfach 
lichtmikroskopisch kontrollieren, zudem kann man die Transfektionseffizienz per Zellzyklusanalyse quanti-
fizieren. 
Negativkontroll-siRNAs, die keine Homologien zu bekannten humanen Genen besitzen, sollen für die Ef-
fekte kontrollieren, die sequenzunabhängig durch das Einführen kurzer doppelsträngiger RNA in die Zelle 
und ihre Inkorporation in den RISC-Komplex hervorgerufen werden. Im Rahmen der Doktorarbeit wurden 
zwei Negativkontrollen ausgetestet, um diejenige mit den geringeren unspezifischen Wirkungen zu identifi-
zieren. Einerseits wurde die von Elbashir et al. beschriebene Luciferase-GL3-siRNA [266], andererseits die 
kommerziell angebotene Non-silencing control siRNA verwendet. Außerdem wurden im weitaus größten 
Teil der Experimente „mock-transfizierte“ Zellen mitgeführt, die nur mit Transfektionsagens ohne siRNA 
behandelt wurden, und parallel auch gänzlich unbehandelte Zellen kultiviert und analysiert. 
 
In den Diagrammen und Tabellen werden diese Kontrollbehandlungen folgendermaßen abgekürzt: 
- Eg5 = Eg5-siRNA 
- Luci = Luciferase-siRNA 
- Ns = Non-silencing control siRNA 
- Mock = Mock-Transfektion 
- Unbeh = unbehandelte Kontrolle 
 
3.3.3 Hemmung von Cholinkinase 
3.3.3.1 Einleitung 
Das Enzym Cholinkinase (ChoK, HUGO: CHKA) katalysiert die ATP- und magnesiumabhängige Synthese 
von Phosphorylcholin (PCho) aus Cholin. Cholin selbst stammt aus der Nahrung und gelangt durch ver-
schiedene Transportsysteme in die Zelle. Es ist der Vorläufer der wichtigen Membranbestandteile 
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin sowie des Neurotransmitters Acetylcholin und der Aminosäure 
Methionin. Cholin kann auch durch Spaltung des Phospholipids Phosphatidylcholin entstehen, vermittelt 
durch Phospholipase D. Hierbei wird neben Cholin auch Phosphatidsäure gebildet. Diese kann weiter in 
die second messengers Diacylglycerol oder Lysophosphatidsäure umgewandelt werden. Diese besitzen 
ebenso wie diverse andere von Lipiden abgeleitete Botenstoffe mitogene Eigenschaften und spielen eine 
wichtige Rolle in von Onkogenen regulierten Signalwegen und bei der Tumorigenese. 
Das durch die Aktivität von ChoK aus Cholin generierte PCho kann in CDP-Cholin umgewandelt werden, 
welches ein Intermediat bei der Bildung bzw. Regenerierung von Phosphatidylcholin im Rahmen des sog. 
Kennedy-Stoffwechselwegs darstellt. Zudem scheint PCho second messenger-Funktion zu besitzen. So 
konnte gezeigt werden, dass die Aktivität von ChoK essenziell für die mitogene Wirkung von PDGF 
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(platelet-derived growth factor) und FGF (fibroblast growth factor) sowohl in murinen Fibroblasten als auch 
in humanen Brustepithelzellen ist [267, 268]. 
Eine Reihe von Befunden spricht dafür, dass ChoK eine bedeutsame Rolle in der Karzinogenese spielt und 
sich als therapeutisches Target bei Tumorpatienten anbietet. So konnten erhöhte Spiegel von PCho und 
gesteigerte ChoK-Enzymaktivitäten sowohl in Zellmodellen, die durch ektope Expression verschiedener 
Onkogene (RAS, SRC, RAF, MOS) transformiert waren, als auch in humanen Tumoren und aus diesen 
abgeleiteten Zelllinien nachgewiesen werden. Bei Mammakarzinompatientinnen wurde eine Korrelation 
zwischen dem Grad der Aktivierung von ChoK und klinischen Parametern, die für erhöhte Malignität spre-
chen (histologischer Tumorgrad, negativer Estrogenrezeptorstatus), gefunden [268]. Außerdem konnten 
mit Inhibitoren der enzymatischen Aktivität von Cholinkinase in Zell- und Xenograftmodellen ausgeprägte 
antiproliferative bzw. tumorhemmende Effekte erreicht werden [269, 270]. 
 
Es ist unklar, wie und warum es zur (Über-)Aktivierung von ChoK in transformierten Zellen kommt. Man 
weiß, dass die zelluläre Konzentration von ChoK durch Wachstumsfaktoren und verschiedene Hormone 
erhöht wird, vermutlich durch Regulation auf Transkriptionsebene. Außerdem verursachen diverse Onko-
gene, wie bereits erwähnt, eine Erhöhung der ChoK-Aktivität [267]. Vor kurzem konnte gezeigt werden, 
dass dies nicht die Folge einer Aktivierung von Phospholipase D ist und somit die ChoK-Aktivität nicht vom 
zellulären Spiegel von Cholin abhängt. Des Weiteren sprechen experimentelle Befunde dafür, dass die 
RAS-abhängige Stimulierung von ChoK durch den GTPase-Austauschfaktor RAL-GDS und den PI3K-
Signalweg vermittelt wird. RAL-GDS und PI3K können ChoK getrennt aktivieren, wirken in Kombination 
jedoch synergistisch [271]. 
Noch weniger als über die Wege der ChoK-Aktivierung ist über die downstream von ChoK gelegenen Me-
chanismen bekannt. Man nimmt an, dass PCho als second messenger fungiert und an der Vermittlung mi-
togener Signale mitwirkt, jedoch ist es auch möglich, dass ein bisher unbekanntes Target von ChoK für die 
wachstumsfördernden Effekte verantwortlich ist [267]. 
 
Die Arbeitsgruppe, von der der Großteil der beschriebenen Befunde stammt, hat sich auf die Forschung an 
Cholinkinase spezialisiert. Sie wird von Professor Juan Carlos Lacal geleitet und befindet sich am Instituto 
de Investigaciones Biomédicas in Madrid. Mit dieser Gruppe wurden im Rahmen einer Kooperation Rea-
genzien, Proben und Versuchsergebnisse ausgetauscht. 
3.3.3.2 RNAi gegen Cholinkinase 
Ein möglicher Weg, um zu untersuchen, welche Auswirkungen das Fehlen der ChoK-Aktivität auf die Zelle 
hat, ist die Anwendung der RNA-Interferenz, durch welche die Bildung des Enzyms von vornherein verhin-
dert werden soll. Es konnten drei gegen ChoK-mRNA gerichtete siRNAs identifiziert werden, die zu einem 
effizienten Knock-down ihres Targets führten. Sie wurden mit C1, C2 und C3 bezeichnet und ihre Sequen-
zen sind unter 2.1.2.8 angegeben. 
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3.3.3.2.1 Zelllinien 
Die Expression von ChoK wurde in den zwei Tumorzelllinien HT-29 und MDA-MB-231 durch RNAi ge-
hemmt. Die Charakteristika dieser Zellen wurden bereits unter 3.2.2 beschrieben. In beiden Zellmodellen 
waren in vorangegangenen Studien ausgeprägte antiproliferative Effekte von ChoK-Inhibitoren festgestellt 
worden [268, 270], sodass es viel versprechend und interessant erschien, deren Wirkungen mit denen von 
gegen dasselbe Target gerichteten siRNAs zu vergleichen. Die zur Transfektion dieser Zelllinien angewen-
deten Protokolle sind unter 2.5.7 beschrieben. 
3.3.3.2.2 Silencing von ChoK auf Transkriptionsebene 
Als erster Schritt bei der Identifizierung funktioneller siRNAs muss der Nachweis geführt werden, dass sie 
ihren primären Angriffspunkt, also die Ziel-mRNA, effizient herabregulieren. Für die Quantifizierung der 
ChoK-Transkriptmenge wurde ein RT-PCR-Protokoll entwickelt, bei dem die ChoK-Expression auf den 
Spiegel des Housekeeping-Gens δ-Aminolävulinatsynthase (ALAS) normalisiert wurde (s. 2.6.7.2). 
Das Silencing der ChoK-mRNA wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion quantifiziert. 
Wie in Abb. 3-76A gezeigt, war sowohl in HT-29- als auch in MDA-MB-231-Zellen bereits nach 24 h eine 
deutliche Reduktion der Ziel-mRNA durch alle drei siRNAs festzustellen. Dieser Effekt verstärkte sich nach 
48 h noch und blieb bis 72 bzw. 96 h nach der Transfektion bestehen. In Abb. 3-76A2 und A3 bzw. B2 und 
B3 sind beispielhaft die Amplifikationskurven von Target und Housekeeping-Gen zum 48 h-Zeitpunkt dar-
gestellt. Während bei ALAS die Kurven von ChoK-siRNA-transfizierten und Kontrollproben übereinander 
liegen (A3 bzw. B3), überschreiten bei der ChoK-Amplifikation die ChoK-siRNA-transfizierten Proben die 
Detektionsschwelle erst mehrere PCR-Zyklen später als die Negativkontrollen, was an der Rechtsver-
schiebung der Graphen abzulesen ist (A2 bzw. B2). Dies beruht auf der deutlichen Verringerung der Aus-
































































































































































































































Abb. 3-76: Silencing von Cholinkinase-mRNA. 
HT-29- und MDA-MB-231-Zellen wurden im 6-Well-Maßstab mit den ChoK-siRNAs C1, C2 und C3 bzw. mit Luciferase-siRNA transfiziert. Bei 
HT-29-Zellen betrug die siRNA-Konzentration 33 nM, bei MDA-MB-231-Zellen 100 nM. Parallel wurden jeweils unbehandelte Zellen kultiviert. 24, 
48, 72 und 96 h nach der Transfektion wurden Lysate gewonnen und diese per Two-Step-RT-PCR quantifiziert und auf das Housekeeping-Gen 
ALAS normalisiert. 
A1: Relative Expressionslevel von ChoK-mRNA in HT-29-Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion (Mittelwerte aus Duplikaten). 
A2: Amplifikationskurven von ChoK-mRNA in HT-29-Zellen zum Zeitpunkt 48 h (zusammengehörige Duplikate sind jeweils mit -1 und -2 bezeich-
net). A3: Amplifikationskurven der zur Normalisierung verwendeten ALAS-mRNA in HT-29-Zellen zum Zeitpunkt 48 h. 
B1: relative Expressionslevel von ChoK-mRNA in MDA-MB-231-Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion. B2: Amplifikati-
onskurven von ChoK-mRNA in MDA-MB-231-Zellen zum Zeitpunkt 48 h (zusammengehörige Duplikate sind jeweils mit -1 und -2 bezeichnet). B3: 
Amplifikationskurven der zur Normalisierung verwendeten ALAS-mRNA in MDA-MB-231-Zellen zum Zeitpunkt 48 h. 
 
Die relative Quantifizierung der Ziel-mRNA diente auch zur Optimierung des Transfektionsprotokolls und 
zur Reduktion der siRNA-Konzentration auf die niedrigstmögliche effektive Molarität. Alle drei siRNAs 
konnten in beiden Zelllinien auf eine Konzentration von 10 nM herabtitriert werden, ohne dass sich der 
spezifische Knock-down der ChoK-mRNA verringerte. Dies belegt, dass es sich bei den verwendeten 
siRNAs um hocheffiziente Reagenzien handelte. 
3.3.3.2.3 Silencing von ChoK auf Proteinebene 
Der RNAi-vermittelte Knock-down von ChoK konnte auch auf Proteinebene bestätigt werden. Die entspre-
chenden Versuche wurden im Arbeitskreis von Herrn Professor Lacal von Mónica Báñez-Coronel durchge-
führt. Die Resultate sind in Abb. 3-77 gezeigt. Die Banden wurden nicht quantifiziert, jedoch ist die Reduk-
tion der ChoK-Proteinmenge nach 24, 48 und 72 h offensichtlich. 
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Abb. 3-77: Nachweis des ChoK-Silencings auf Proteinebene. 
Die verwendeten Lysate stammen aus dem gleichen Versuchsansatz wie die mRNA-Proben aus Abb. 3-76. 24, 48, 72 und 96 h nach der Transfek-
tion wurden Lysate gewonnen (Lysepuffer Labor Lacal, s. 2.1.3.6) und diese in der Arbeitsgruppe von Hr. Prof. Lacal mit Hilfe eines monoklonalen 
Antikörpers gegen ChoK im Western Blot analysiert. 
A: HT-29-Zellen: Banden von ChoK, kürzer und länger belichtet, und β-Actin-Kontrollbanden zu den angegebenen Zeitpunkten. 
B: MDA-MB-231-Zellen: Banden von ChoK und β-Actin-Kontrollbanden zu den angegebenen Zeitpunkten. 
3.3.3.2.4 Reduktion der Enzymaktivität von ChoK 
In Madrid wurde neben der Quantifizierung der Proteinlevel auch die Enzymaktivität von ChoK gemessen. 
Diese Analysen beruhen auf der Quantifizierung von aus [14C]-markiertem Cholin gebildetem PCho und 
wurden ebenfalls von Mónica Báñez-Coronel durchgeführt. Wie aus Abb. 3-78 ersichtlich, war die enzyma-














































Abb. 3-78: Reduktion der Enzymaktivität nach Silencing von ChoK. 
Die Proben waren identisch zu denen beim Western Blot, s. Abb. 3-77. Die Enzymaktivität wird als Quotient aus der Menge an PCho und der 
Summe aus PCho und Cholin (Cho) ausgedrückt. A: Enzymaktivität in HT-29-Zellen 24, 48, 72 und 96 h nach der Transfektion. B: Enzymaktivität 
in MDA-MB-231-Zellen 24, 72 und 96 h nach der Transfektion. Der 48 h-Zeitpunkt fiel aufgrund einer Probenverwechslung aus. 
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3.3.3.2.5 Effekte auf die Zellzahl und -morphologie 
Bei der lichtmikroskopischen Beurteilung der Zellen nach Transfektion mit den ChoK-siRNAs konnten Ver-
änderungen festgestellt werden, die allerdings zwischen den drei siRNAs nicht übereinstimmten. In Abb. 









Abb. 3-79: Zellmorphologie nach Transfektion mit ChoK-siRNAs. 
Fotografien von HT-29- und MDA-MB-231-Zellen im Rahmen des bereits beschriebenen Versuchs (s. Abb. 3-76 bis Abb. 3-78). Die Aufnahmen 
wurden 72 h nach der Transfektion bei 100facher Vergrößerung gemacht. A: HT-29-Zellen, B: MDA-MB-231-Zellen. 
 
Die Negativkontroll-siRNA gegen Luciferase hatte im Vergleich mit den gänzlich unbehandelten Zellen nur 
marginale Auswirkungen auf Zellzahl und -morphologie. Im Vergleich zu den Kontrollen rief die siRNA C3 
keinerlei erkennbare Veränderungen hervor, während C1 zu einer leichten Verringerung der Zellzahl führte. 
Diese war im Fall der inselförmig wachsenden HT-29-Zellen deutlicher zu erkennen, da sich diese Inseln 
auffällig verkleinerten. C2 bewirkte reproduzierbar eine Verringerung der Zellzahl und eine deutliche Erhö-
hung des Anteils toter Zellen. Eg5-siRNA hatte ausgeprägte proliferationshemmende und proapoptotische 
Wirkungen, die den Erfolg der Transfektion an sich bestätigten. 
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3.3.3.2.6 Quantifizierung der Effekte auf die Zellproliferation und -viabilität 
Um eine quantitative Aussage über die Effekte der ChoK-siRNAs auf die Zahl und Viabilität der transfizier-
ten Zellen treffen zu können, wurden WST-1-Tests durchgeführt. In Abb. 3-80 sind die Ergebnisse einer 







































Abb. 3-80: WST-1-Test in HT-29- und MDA-MB-231-Zellen 72 h nach ChoK-Silencing. 
HT-29- und MDA-MB-231-Zellen wurden im 24-Well-Maßstab mit den gegen ChoK gerichteten siRNAs C1, C2 und C3 bzw. mit Luciferase-siRNA 
transfiziert. Bei HT-29-Zellen betrug die siRNA-Konzentration 10 nM, bei MDA-MB-231-Zellen 100 nM. Parallel wurden jeweils unbehandelte Zellen 
kultiviert, bei HT-29-Zellen zusätzlich mock-transfizierte Zellen. 72 h nach der Transfektion wurde die metabolische Aktivität der Zellen mittels WST-
1-Test ermittelt. Die relativen Absorptionswerte sind auf Luciferase-siRNA bezogen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung aus 8 Repli-
katen an. A: HT-29-Zellen, B: MDA-MB-231-Zellen. 
 
Die Negativkontrollen waren untereinander sehr ähnlich, wodurch sich bestätigte, dass Luciferase-siRNA 
keine nennenswerten Effekte auf das Zellwachstum ausübt. Eg5-siRNA führte in beiden Zelllinien zu einer 
massiven Reduktion der metabolischen Aktivität. Während sich die bei C2 lichtmikroskopisch beobachtete 
Zellzahlverminderung bzw. Apoptose sowohl in HT-29- als auch MDA-MB-231-Zellen in einer Abnahme 
des Absorption im Vergleich zu den Kontrollbehandlungen äußerte, konnte für C1 nur in MDA-MB-231 eine 
schwache Reduktion gemessen werden. 
3.3.3.2.7 Effekte auf die Zellzyklusverteilung 
Um zu untersuchen, ob die ChoK-siRNAs die Zellzyklusverteilung der transfizierten Zellen beeinflussen, 



















Abb. 3-81: Zellzyklusverteilung von HT-29-Zellen 48 h nach ChoK-Silencing. 
48 h nach der Transfektion im 6-Well-Maßstab wurden HT-29-Zellen einer Zellzyklusanalyse unterworfen. Als Negativkontrollen dienten Luciferase-
siRNA-transfizierte und unbehandelte Zellen, als Positivkontrolle Eg5-siRNA-transfizierte Zellen. Die siRNA-Konzentration betrug 10 nM. 
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Wie in Abb. 3-81 anhand von Ergebnissen aus 48 h nach der Transfektion geernteten HT-29-Zellen gezeigt 
wird, führten C1 und C2 zu einer leichten Akkumulation der Zellen in der G0/G1-Phase, während C3 keine 
Auswirkungen hatte. Der ausgeprägte G2/M-Arrest und der hohe Anteil an zellulärem Debris in der Eg5-
siRNA-transfizierten Probe dienten als Nachweis einer sehr guten Transfektionseffizienz. 
Die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse von MDA-MB-231 waren sehr ähnlich, auch hier bewirkten C1 und 
C2 einen schwachen G0/G1-Arrest, während C3 ohne messbaren Effekt blieb (Daten nicht gezeigt). 
3.3.3.2.8 Genexpressionsanalyse von HT-29-Zellen nach siRNA-Transfektion 
Aus den bis zu diesem Zeitpunkt gewonnenen Versuchsergebnissen ließ sich ableiten, dass alle drei ge-
gen Cholinkinase gerichteten siRNAs ihr Target sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene effizient und 
etwa im gleichen Ausmaß herabzuregulieren vermochten. Die beobachteten Unterschiede im Einfluss auf 
das Wachstumsverhalten, die Zellzyklusverteilung und Apoptosetendenz der transfizierten Zellen wiesen 
deshalb bereits darauf hin, dass C1 und insbesondere C2 Off-Target-Effekte ausübten. Im Rahmen einer 
Genexpressionsanalyse auf dem Affymetrix GeneChip® Array HG-U133A sollte deshalb untersucht werden, 
welche Auswirkungen auf Transkriptionsebene den drei siRNAs gemeinsam waren, da diese ja mit hoher 
Wahrscheinlichkeit die spezifische Signatur eines Verlusts an Cholinkinase darstellen. Diese Übereinstim-
mungen sollten anschließend mit dem ChoK-Inhibitor MN58 verglichen werden. Da von diesem Inhibitor 
ein Datensatz vorlag, in dem HT-29-Zellen 30 h lang behandelt worden waren, wurde diese Versuchsdauer 
auch für die siRNA-Transfektion übernommen, zusätzlich wurden die Zellen 72 h nach der Transfektion 
geerntet und ebenfalls auf Affymetrix-Chips analysiert. Als Negativkontrollen wurden gänzlich unbehandel-
te, Luciferase-siRNA- und mock-transfizierte Zellen mitgeführt. Alle Behandlungen erfolgten in Duplikaten. 
Vor der Hybridisierung auf die DNA-Chips wurde nachgewiesen, dass das Silencing der Ziel-mRNA auch 




























































Abb. 3-82: Silencing von ChoK auf mRNA-Ebene in den Affymetrix-Proben. 
HT-29-Zellen wurden im 6-Well-Maßstab mit den ChoK-siRNAs C1, C2 und C3 und der Luciferase-siRNA (jeweils 10 nM) transfiziert, parallel wur-
den mock-transfizierte und unbehandelte Zellen mitgeführt. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert. Es sind jeweils die Mittelwerte von 
Duplikaten angegeben. 
A: RT-PCR-Ergebnisse, normalisiert auf ALAS, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben. B: Affymetrix-Ergebnisse. 
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Der aus den RT-PCR-Daten ersichtliche exzellente Knock-down der ChoK-mRNA konnte im Rahmen der 
Affymetrix-Analyse bestätigt werden. Wie in Abb. 3-82B gezeigt, war das Signal des Probe Sets für Cholin-
kinase sowohl nach 30 als auch nach 72 h im Vergleich zu sämtlichen Kontrollen massiv reduziert und 
sank in den meisten Fällen unter die Detektionsschwelle ab (absent Call). 
 
Im nächsten Schritt wurden die Expressionsdaten der drei Negativkontrollen, also der mit Luciferase-siRNA 
transfizierten, mock-transfizierten und unbehandelten Zellen, miteinander verglichen. Wie aus Tab. 3-8 zu 
entnehmen ist, waren alle Kontrollen untereinander sehr ähnlich; die geringsten Unterschiede bestanden 
zwischen Luciferase-siRNA- und Mock-Behandlung. 
 
  30 h 72 h 
Luci - Mock 3 IDs↑, 14 IDs↓ 12 IDs↑, 21 IDs↓ 
Luci - Unbeh 37 IDs↑, 14 IDs↓ 33 IDs↑, 14 IDs↓ 
Mock - Unbeh 40 IDs↑, 4 IDs↓ 55 IDs↑, 17 IDs↓ 
Tab. 3-8: Anzahl der Affymetrix Probe Set IDs, die gemäß der Standardfilterkriterien zwischen den verschiedenen Kontrollbehandlungen 
zum Zeitpunkt 30 h bzw. 72 h dereguliert waren. 
↑ = erhöhte, ↓ = erniedrigte Expression. 
 
Dieser Befund untermauert die Eignung von Luciferase-siRNA als Negativkontrolle, da sie keine nennens-
werten Off-Target-Effekte auszuüben scheint. Für alle folgenden Auswertungen wurde der Mittelwert der 
Luciferase- und mock-transfizierten Proben als Vergleichsgrundlage verwendet. 
Mit dieser Baseline wurden sodann die Expressionsdaten der ChoK-siRNA-transfizierten Proben vergli-
chen. Signifikant deregulierte Gene wurden gemäß der Standardfilterkriterien (s. 2.7.4.3) ermittelt. 
Aus Abb. 3-83 ist zu entnehmen, wie viele Gene13 jeweils nach 30 oder 72 h durch die siRNAs C1, C2 und 
C3 induziert bzw. reprimiert wurden und inwieweit diese unter den siRNAs übereinstimmten. 
 
   
Abb. 3-83: Übereinstimmungen der durch die ChoK-siRNAs in HT-29-Zellen deregulierten Gene. 
A: Venn-Diagramme der 30 h-Daten, aufgeteilt in induzierte (A1) und reprimierte (A2) Gene. B: Venn-Diagramme der 72 h-Daten, aufgeteilt in in-
duzierte (B1) und reprimierte (B2) Gene. Die Größe der Kreisflächen deutet das Verhältnis der absoluten Zahlen deregulierter Gene an. 
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 Auch bei der Auswertung der RNAi- und Inhibitordaten der Cholinkinase- und MDM2-Versuche wurde die Auswertung auf Gene statt auf Affy-
metrix Probe Sets bezogen, vgl. Fußnote 7. 
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Alle drei siRNAs hatten Auswirkungen auf die Genexpression von HT-29-Zellen, diese waren bei C1 am 
schwächsten ausgeprägt. C3 führte nach 30 h zur Repression zahlreicher Gene, glich sich jedoch nach 
72 h wieder stärker an die Negativkontrollen an. C2 deregulierte insbesondere nach 72 h eine Vielzahl von 
Genen. Die Überlappungen zwischen diesen differenziell exprimierten Genen waren jedoch unerwartet ge-
ring. Die nach 30 h Transfektion gewonnenen Proben stimmten nur in einem einzigen reprimierten Trans-
kript überein. Dieses war Cholinkinase selbst, deren Expressionsdaten bereits in Abb. 3-82B gezeigt wur-
den. Nach 72 h bestand eine Übereinstimmung in nur einem hochregulierten und 8 herabregulierten Genen, 
eines davon war erneut ChoK. Die Expressionsdaten dieser gemeinsamen Gene – mit Ausnahme von 




































































Abb. 3-84: Expression der durch alle drei ChoK-siRNAs nach 72 h im Vergleich zur kombinierten Baseline aus Luciferase-siRNA- und 
mock-transfizierten Proben deregulierten Gene. 
A: Induktion von CEACAM6. B: Repression von HERC5 (hect domain and RLD 5), ASS (argininosuccinate synthetase), PLAC8 (placenta-specific 
8) und UBE2L6 (ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6). C: Repression von IFITM1 (interferon induced transmembrane protein 1 (9-27)), OASL 
(2`-5`-oligoadenylate synthetase-like) und ASNS (asparagine synthetase). 
 
Die funktionelle Analyse der übereinstimmend deregulierten Gene lieferte keinerlei Hinweise auf einen Zu-
sammenhang mit Cholinkinase. CEACAM6 (Abb. 3-84A) ist ein Zelladhäsionsmolekül, dessen Beteiligung 
an Invasion und Apoptoseresistenz bereits unter 3.2.9.1 beschrieben wurde. Zwei der reprimierten Genen 
kodieren Ubiquitin-konjugierende Enzyme (HERC5 und UBE2L6), zwei weitere kodieren am Aminosäure-
stoffwechsel beteiligte Synthetasen (ASS und ASNS), s. Abb. 3-84B und C. Die Funktion von PLAC8 (Abb. 
3-84B) ist unbekannt. Interessanterweise waren darüber hinaus die beiden interferonresponsiven Gene 
IFITM1 (auch bekannt als 9-27) und OASL reprimiert. Aus den Balkendiagrammen (Abb. 3-84C) ist abzu-
lesen, dass die Expression dieser beiden Gene in der Luciferase-siRNA- und mock-transfizierten Kontrolle 
gegenüber der gänzlich unbehandelten Kontrolle erhöht war und folglich ihre Signalhöhen in den ChoK-
siRNA-Proben im Verhältnis zur unbehandelten Kontrolle weniger stark bzw. gar nicht reduziert waren. Of-
fenbar führten sowohl Luciferase-siRNA als auch die Mock-Transfektion zu einer leichten Induktion dieser 
beiden interferonresponsiven Gene. Dies überrascht insofern, als zwar für ein doppelsträngiges RNA-
Molekül wie Luciferase-siRNA gemäß der Studienlage mit einer potenziellen Interferonantwort gerechnet 
werden musste, ein solcher Effekt jedoch für die Behandlung mit dem Transfektionsagens Lipofect-
amine 2000 nicht zu erwarten war. Zudem manifestiert sich gemäß Literaturbefunden und eigenen Ergeb-
nissen (s. 3.3.4.11.3.5) eine Interferonantwort in der Induktion zahlreicher interferonresponsiver Gene auf 
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ein Vielfaches ihres Ausgangsniveaus. Somit kann die beobachtete Deregulation von IFITM1 und OASL 
nicht als unspezifische Interferonantwort gegen Luciferase-siRNA und Mock-Transfektion gewertet werden. 
Über die allen drei siRNAs gemeinsamen Änderungen hinaus zeigten C1 und C3 zum 72 h-Zeitpunkt hin-
sichtlich der reprimierten Genen relativ große Ähnlichkeit. Da bei C2 nach dieser Transfektionsdauer die 
Transkriptmenge von ChoK bereits wieder etwas anstieg, konnte spekuliert werden, dass das ChoK-
Protein in C1- und C3-transfizierten Zellen möglicherweise stärker herabreguliert war und die Überein-
stimmungen dieser zwei siRNAs eine spezifische Antwort auf das Fehlen von ChoK darstellen könnten. 
Die funktionelle Analyse dieser Gene ergab jedoch keine Hinweise auf einen unmittelbaren Zusammen-
hang mit dem biologischen Umfeld von Cholinkinase. Bei der im folgenden Kapitel beschriebenen Gen-
expressionsanalyse nach Behandlung mit dem ChoK-Inhibitor MN58 fand sich kein einziges der zwischen 
C1 und C3 übereinstimmenden Gene wieder. 
 
Insgesamt betrachtet konnte somit kein Satz von Genen identifiziert werden, der für die Folgen des Knock-
downs von Cholinkinase spezifisch gewesen wäre. Die mit den verschiedenen ChoK-siRNAs beobachteten 
Änderungen scheinen in erster Linie unspezifischer Natur zu sein; ihr nahezu einziger gemeinsamer Nen-
ner ist die massive Herabregulierung des ChoK-Transkripts. 
Aufgrund dieser in HT-29-Zellen erhaltenen Resultate wurde auf eine Untersuchung der differenziellen 
Genexpression von MDA-MB-231-Zellen nach ChoK-siRNA-Transfektion verzichtet. 
3.3.3.2.9 Untersuchung des Cholinkinase-Inhibitors MN58 
Bereits vor Durchführung der siRNA-Experimente waren die Effekte eines niedermolekularen Inhibitors von 
Cholinkinase auf die globale Genexpression von HT-29- und MDA-MB-231-Zellen untersucht worden. Die-
ser Inhibitor, der die Bezeichnung MN58 trägt, wurde von der Arbeitsgruppe Lacal mitentwickelt und zeigte 
sowohl in Tumorzelllinien als auch in Xenograftmodellen ausgeprägte antitumorale Effekte [269, 270]. Au-
ßerdem löst MN58 in Tumorzellen Apoptose aus, während es in Normalzellen nur zu einem reversiblen 
Wachstumsarrest führt [272]. 
 
Die Behandlung von HT-29-Zellen mit MN58 für die nachfolgende Analyse auf dem Affymetrix GeneChip® 
Array HG-U133A wurde von Mitarbeitern von Herrn Prof. Lacal durchgeführt, die Zelllysate wurden dann 
nach Penzberg geschickt und vor Ort weiterverarbeitet. Die Konzentration des Inhibitors bei dieser Be-
handlung betrug 10 µM und es wurden jeweils Dreifachwerte von behandelten und unbehandelten Proben 
generiert. 
Die MN58-Behandlung von MDA-MB-231-Zellen wurde hingegen von vornherein in Penzberg durchgeführt. 
Zunächst wurden Inhibitionskurven ermittelt, hierzu dienten die Resultate von WST-1-Tests nach fünftägi-
ger Substanzexposition. Der Durchschnitt der IC80-Werte von MN58 aus drei unabhängigen Experimenten 
betrug 6,5 µM. Diese Konzentration wurde für die Behandlung von MDA-MB-231-Zellen mit anschließender 
Genexpressionsanalyse verwendet. 
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Auch für HT-29-Zellen wurde der IC80-Wert auf diese Weise bestimmt, er lag bei 4,8 µM. Somit hatte die in 
Madrid zur Behandlung dieser Zellen eingesetzte Konzentration in etwa der zweifachen IC80 entsprochen. 
Die Behandlungsdauer im Versuchsansatz mit HT-29-Zellen betrug 30 h. MDA-MB-231-Zellen wurden im 
selben Ansatz mit Zytostatika und MN58 behandelt, deshalb wurden sie nach 24 und 72 h geerntet. Auch 
hier wurden Triplikate angesetzt. 
 
Um die durch MN58 signifikant deregulierten Gene zu identifizieren, wurden die Affymetrix-Daten nach 
dem Standardfilterschema ausgewertet. Tab. 3-9 gibt an, wie viele Gene in HT-29- bzw. MDA-MB-231-




30 h 24 h 72 h 
Anzahl der induzierten Gene 342 8 163 
Anzahl der reprimierten Gene 317 2 342 
Tab. 3-9: Anzahl der durch MN58 in HT-29-Zellen nach 30 h und in MDA-MB-231-Zellen nach 24 bzw. 72 h induzierten und reprimierten 
Gene. 
 
HT-29-Zellen reagierten mit der differenziellen Expression sehr vieler Gene auf die 30 h MN58-Behandlung. 
MDA-MB-231-Zellen zeigten nach 24 h praktisch keine Änderungen, nach 72 h jedoch ausgeprägte Effekte. 
Vergleicht man die in HT-29-Zellen nach 30 h und in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h deregulierten Gene, 
so findet man nur geringe Übereinstimmungen. Von den induzierten Genen wurden 9, von den reprimierten 
11 Gene in beiden Zelllinien identifiziert. 
 
  
Abb. 3-85: Übereinstimmungen zwischen den ChoK-siRNAs und MN58 hinsichtlich der deregulierten Gene in HT-29-Zellen. 
Die Überlappungen der Schnittmengen aus jeweils durch zwei ChoK-siRNAs deregulierten Gene untereinander und mit den durch MN58 deregu-
lierten Gene sind gezeigt. Die induzierten und reprimierten Gene wurden zusammengefasst. A: Vergleich der 30 h siRNA-Transfektion mit der 30 h 
MN58-Behandlung. B: Vergleich der 72 h siRNA-Transfektion mit der 30 h MN58-Behandlung. 
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Um die durch ChoK-siRNAs hervorgerufenen Effekte auf die globale Genexpression noch besser bewerten 
zu können, wurden diese den MN58-Daten in HT-29-Zellen gegenübergestellt. Neben den äußerst kleinen 
Schnittmengen der von allen drei siRNAs deregulierten Gene wurden auch die Schnittmengen, die von je-
weils zwei siRNAs erzeugt worden waren, in den Vergleich mit aufgenommen. Die Ergebnisse sind gra-
phisch in Abb. 3-85 dargestellt. 
Vergleicht man die nach jeweils 30 h Behandlung mit siRNAs bzw. MN58 deregulierten Gene, so findet 
man keine einzige Übereinstimmung (Abb. 3-85A). Da man davon ausgehen kann, dass nach der siRNA-
Transfektion eine gewisse Zeit nötig ist, bis das Zielprotein verschwindet, ist anzunehmen, dass die Wir-
kungen von siRNAs und direkten Enzyminhibitoren wie MN58 eine unterschiedliche Kinetik besitzen. Des-
halb wurde auch der Vergleich zwischen den RNAi-Daten nach 72 h Transfektion und den nach 30 h durch 
MN58 hervorgerufenen Effekten gezogen (Abb. 3-85B). Hier bestand die Gemeinsamkeit in einem einzigen 
induzierten Gen (CEACAM6). 
 
Abschließend wurde untersucht, inwieweit die nach MN58-Behandlung differenziell exprimierten Gene mit 
den von Zytostatika beeinflussten Genen übereinstimmten. Dies sollte Aufschluss über mögliche unspezifi-
sche bzw. genotoxische Wirkungen von MN58 geben. Zu diesem Zweck wurden die durch MN58 in MDA-
MB-231-Zellen nach 72 h deregulierten Gene mit den nach gleicher Behandlungsdauer durch die Mehrzahl 
der Zytostatika modulierten „gemeinsamen“ Genen verglichen. Im Fall von HT-29-Zellen konnten die 30 h-
Daten von MN58 sinnvollerweise nur mit 72 h-Ergebnissen der Zytostatikabehandlung verglichen werden, 
da nach 24 h Zytostatikaexposition ja noch keine nennenswerten Effekte aufgetreten waren. 
Während die Gemeinsamkeiten zwischen MN58 und Zytostatika in HT-29-Zellen sehr gering waren (nur 
1,7 % der in HT-29-Zellen von MN58 deregulierten Gene wurden auch durch die Mehrzahl der Zytostatika 
beeinflusst), wurde für MDA-MB-231-Zellen eine deutliche Überlappung von MN58- und zytostatikaabhän-
gig deregulierten Genen identifiziert. Hier fanden sich 13 % der durch MN58 modulierten Gene bei den Zy-
tostatika wieder. 
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3.3.4 RNAi gegen MDM2 
3.3.4.1 Einleitung 
Wie bereits unter 3.1.7 beschrieben, ist das MDM2-Protein eine Ubiquitin-E3-Ligase, die als Antagonist 
von p53 wirkt, indem sie seine Aktivität als Transkriptionsfaktor hemmt und seinen Abbau vermittelt. Da-
rüber hinaus besitzt MDM2 auch p53-unabhängige Funktionen. 
3.3.4.2 Zelllinien 
Aufgrund der physiologischen Rolle von MDM2 als funktioneller Gegenspieler von p53 ist zu erwarten, 
dass in Zelllinien mit Wildtyp-p53-Protein das Silencing von MDM2 ausgeprägte Veränderungen hervorru-
fen dürfte, während diese in Zellen mit mutantem p53 schwächer ausfallen und dort nur auf den p53-
unabhängigen Funktionen von MDM2 beruhen sollten. Insofern kann der Vergleich zwischen Zellen mit 
Wildtyp- und solchen mit mutantem p53-Protein wertvolle Aufschlüsse sowohl über die p53-Abhängigkeit 
MDM2-vermittelter Wirkungen als auch über die Spezifität der eingesetzten siRNAs liefern. Ideal erscheint 
hierfür der Vergleich eines isogenen Zelllinienpärchens, das sich nur oder hauptsächlich im p53-Status un-
terscheidet. 
Aufgrund zahlreicher – auch aktueller – Veröffentlichungen, die auf einem Vergleich zwischen MCF-7-Zel-
len (Wildtyp-p53) und der adriamycinresistenten Variante MCF-7/ADR-RES (mutantes p53) aufbauen (z. B. 
[273, 274]), wurde dieses Paar für die MDM2-RNAi-Versuche ausgewählt. Durch weitere Literaturrecher-
chen stellte sich allerdings heraus, dass bereits vor einigen Jahren nachgewiesen worden war, dass die als 
„MCF-7/ADR-RES“ bezeichnete Zelllinie diesen Namen irrtümlich trägt, da sie gar nicht von MCF-7 abge-
leitet ist. Sie wurde deshalb in „NCI/ADR-RES“ umbenannt [275]. Da kein anderes isogenes Paar zur Ver-
fügung stand, wurden die Versuche mit den beiden genannten Zelllinien fortgeführt. NCI/ADR-RES stellt 
ebenso wie MCF-7 eine epitheliale Brusttumorlinie dar und ihr mutanter p53-Status ist gesichert, deshalb 
ließen sich aus ihrem Vergleich trotz allem aussagekräftige Daten erwarten. Zusätzlich wurden die siRNAs 
in der Kolonkarzinomlinie HCT-116, die Wildtyp-p53-Protein exprimiert, intensiv getestet; zudem wurden in 
der vom gleichen Ursprungsgewebe abgeleiteten Zelllinie HT-29 (mutantes p53) einige grundlegende Ex-
perimente durchgeführt, um auch hier den Einfluss des p53-Status einschätzen zu können. Die zur Trans-
fektion angewendeten Protokolle sind unter 2.5.7 beschrieben. 
3.3.4.3 MDM2-siRNAs und Kontroll-siRNAs 
In den Zelllinien MCF-7 und HCT-116 wurde eine ganze Reihe von gegen MDM2 gerichteten siRNA-
Duplexen ausgetestet, um diejenigen zu identifizieren, die sowohl die Expression von MDM2 auf mRNA- 
und Proteinebene effizient herabregulieren als auch möglichst geringe Off-Target-Effekte hervorrufen. 
Zunächst wurden drei siRNAs, die mittels online verfügbarer Designalgorithmen der Firmen Qiagen und 
Dharmacon abgeleitet wurden (Kurzbezeichnung M1, M2, M3), charakterisiert. Da von diesen, wie im Fol-
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genden gezeigt, nur M2 zu einem deutlichen und reproduzierbaren Silencing von MDM2 führte, wurden 
noch vier weitere siRNAs in Form des siGENOME-Sets (Dharmacon) bestellt, die als M5, M6, M7 und M8 
bezeichnet wurden14. Von diesen erwiesen sich drei siRNAs, nämlich M5, M6 und M8, als funktionell 
(s. 3.3.4.4). Da sich bei einem ersten Affymetrix-Experiment herausstellte, dass M8 eine ausgeprägte un-
spezifische Interferonantwort induziert (s. 3.3.4.11.3.5) und da von verschiedenen Herstellern damit ge-
worben wird, dass dies durch Modifikationen des Sensestrangs vermieden werden kann, wurde eine sog. 
Stealth-RNA mit annähernd gleicher Sequenz, jedoch 25 bp Länge und modifiziertem Sensestrang, hinzu-
genommen (Bezeichnung M9). Eine weitere Stealth-RNA mit neuer Sequenz, die vom Designalgorithmus 
der Firma Invitrogen ermittelt wurde (M10), kam ebenfalls bei den letzten Experimenten zum Einsatz. Die 
Sequenzen aller MDM2-siRNAs sind unter 2.1.2.8 angegeben. 
Zusätzlich zu den MDM2-siRNAs wurden bei den Versuchen die bereits einleitend (3.3.2) beschriebenen 
Positiv- und Negativkontrollen mitgeführt. 
3.3.4.4 Nachweis des Silencings von MDM2 
Zunächst wurde überprüft, ob die siRNAs sowohl zu einem deutlichen Knock-down ihres direkten Targets, 
also der MDM2-mRNA, führen als auch die Synthese von MDM2-Protein signifikant reduzieren. 
3.3.4.4.1 Silencing auf mRNA-Ebene 
Basierend auf einem Protokoll zum Nachweis des MDM2-Transkripts mit spezifischen Hybridisierungsson-
den am LightCycler® Gerät (s. 2.6.7.2) konnte der Knock-down der Target-mRNA relativ zu dem House-
keeping-Gen ALAS quantifiziert werden. 
 
MCF-7-Zellen 
In Abb. 3-86 sind Daten aus einem Experiment gezeigt, in dem MCF-7-Zellen mit den MDM2-siRNAs M1, 
M2, M3, M5, M6, M7 und M8 transfiziert wurden und mehrere Negativkontrollen mitgeführt wurden. 24 und 

































                                                 
14
 Diese siRNAs wurden in Anlehnung an ihre Dharmacon-Bezeichnung benannt, deshalb existiert keine MDM2-siRNA mit der Bezeichnung M4. 
































Abb. 3-86: Silencing von MDM2 auf mRNA-Ebene in MCF-7-Zellen. 
MCF-7-Zellen wurden im 24-Well-Format mit den MDM2-siRNAs M1, M2, M3, M5, M6, M7 und M8 und parallel mit Luciferase-siRNA transfiziert, 
jeweils bei einer Endkonzentration von 33 nM. Zudem wurden mock-transfizierte und völlig unbehandelte Zellen mitgeführt. Alle Behandlungen 
erfolgten im Duplikat. Nach 24 und 48 h wurden Lysate gewonnen und diese einer RNA-Isolierung und nachfolgenden Two-Step-RT-PCR unterzo-
gen. Die Daten wurden auf das Housekeeping-Gen ALAS normalisiert, die relative Expression ist auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben 
bezogen. Es ist jeweils der Mittelwert der Duplikate gezeigt. A: Expression der MDM2-mRNA 24 h nach der Transfektion. B: Expression der 
MDM2-mRNA 48 h nach der Transfektion. 
 
Die Negativkontrollen lagen nahe zusammen, während die MDM2-siRNA M3 nach 24 h zu einer massiven 
Induktion von MDM2-mRNA führte. Vermutlich hat M3 keine oder nur schwache Potenz als siRNA und 
stattdessen unspezifische bzw. toxische Wirkungen, die eine Aktivierung des p53-Signalwegs und dadurch 
die Transaktivierung des MDM2-Gens hervorrufen. Nach 48 h war der MDM2-Spiegel zwar im Verhältnis 
zu den Kontrollen nicht mehr erhöht, jedoch auch nicht wie gewünscht reduziert. M1 erwies sich ebenfalls 
als nicht funktionell und M7 führte zu einer suboptimalen Reduktion der MDM2-mRNA. M2, M5 und M6 wa-
ren hingegen in der Lage, die MDM2-Expression sehr gut zu reduzieren, und auch M8 vermittelte zumin-
dest bei der 48 h-Messung einen hervorragenden Knock-down. 
Weitere aus der siRNA-Transfektion von MCF-7-Zellen generierte RT-PCR-Daten sind unter 3.3.4.11.1 bei 
den Affymetrix-Experimenten gezeigt. 
 
HCT-116-Zellen 
Das Silencing der MDM2-mRNA wurde auch in HCT-116-Zellen mittels RT-PCR quantifiziert. Abb. 3-87 
zeigt die Ergebnisse eines Transfektionsexperiments, bei dem die eindeutig nicht-funktionellen siRNAs M1 
und M3 bereits ausgeschlossen worden waren. Der Knock-down der Ziel-mRNA wurde nach 48 h bestimmt. 
Die beiden Negativkontrollen unterschieden sich nur unwesentlich, wodurch ebenso wie im vorangegange-
nen Versuch in MCF-7-Zellen nachgewiesen wurde, dass Luciferase-siRNA keine unspezifischen Effekte 
auf den MDM2-mRNA-Spiegel ausübt. Die siRNAs M2, M5 und M6 führten zu einem hervorragenden 
Knock-down ihres Zielmoleküls, während M7 und M8 die Expressionshöhe zwar deutlich, jedoch etwas 
weniger effizient reduzierten. 
 































Abb. 3-87: Silencing von MDM2 auf mRNA-Ebene in HCT-116-Zellen. 
HCT-116-Zellen wurden im 24-Well-Maßstab mit den MDM2-siRNAs M2, M5, M6, M7 und M8 und mit der Kontroll-siRNA gegen Luciferase transfi-
ziert (jeweils 100 nM), parallel wurden unbehandelte Zellen kultiviert. Alle Behandlungen wurden in Duplikaten durchgeführt. Nach 48 h wurden die 
Zellen lysiert. Das Diagramm gibt die aus den RT-PCR-Daten errechnete relative Expression von MDM2-mRNA wieder, bezogen auf die Lucifera-
se-siRNA-transfizierten Proben. Es ist jeweils der Mittelwert der Duplikate gezeigt. 
 
Weitere nach Transfektion von HCT-116-Zellen gewonnene Daten aus Analysen am LightCycler® Gerät 
werden bei der Darstellung des Affymetrix-Versuchs unter 3.3.4.12 gezeigt. 
 
NCI/ADR-RES-Zellen 
Auch in der Zelllinie NCI/ADR-RES mit mutiertem p53-Protein ließ sich das MDM2-Transkript durch siRNA-
Transfektion effizient herabregulieren. Entsprechende RT-PCR-Ergebnisse sind dem Kapitel über die 




































Abb. 3-88: Silencing von MDM2 auf mRNA-Ebene in HT-29-Zellen. 
HT-29-Zellen wurden im 24-Well-Maßstab mit den MDM2-siRNAs M2, M5, M6 und M8, Luciferase-siRNA und Non-silencing control siRNA transfi-
ziert (jeweils 33 nM). Parallel wurden mock-transfizierte und unbehandelte Zellen kultiviert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert. Das Diagramm gibt 
die aus den RT-PCR-Daten errechnete relative Expression von MDM2-mRNA wieder, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierte Probe. Es ist 
jeweils der Mittelwert der Duplikate gezeigt. 
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Nach Transfektion von HT-29-Zellen mit MDM2-siRNAs konnte ebenfalls eine erhebliche Reduktion von 
MDM2 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Abb. 3-88 zeigt Daten aus einem 48 h-Transfektions-
experiment mit den potentesten siRNAs M2, M5, M6 und M8. 
Alle vier Negativkontrollen lagen nahe zusammen und sämtliche verwendeten MDM2-siRNAs erzeugten 
einen exzellenten Knock-down der MDM2-mRNA auf unter 20 % der Kontrollwerte. 
3.3.4.4.2 Silencing auf Protein-Ebene 
Als nächster Schritt wurde nachgewiesen, dass das auf mRNA-Ebene gefundene Silencing von MDM2 
sich auch in reduzierten Proteinmengen widerspiegelte. 
 
MCF-7-Zellen 
Abb. 3-89 zeigt einen Western Blot zur Analyse des Knock-downs von MDM2-Protein in MCF-7-Zellen 48 h 













































































































































Abb. 3-89: Silencing von MDM2 auf Proteinebene in MCF-7-Zellen. 
MCF-7-Zellen wurden im 6-Well-Format mit den MDM2-siRNAs M1, M2, M3, M5, M6, M7 und M8 und Luciferase-siRNA transfiziert (jeweils 33 nM). 
Parallel wurden unbehandelte Zellen kultiviert. 48 h nach der Transfektion wurden durch Zusatz von NP40-Lysepuffer (s. 2.1.3.6) Proteinlysate 
gewonnen. Es wurden jeweils 120 µg Gesamtprotein auf das Gel aufgetragen. Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran gleichzeitig mit den 
Antikörpern gegen MDM2 (SMP-14) und β-Actin inkubiert. β-Actin diente als Ladekontrolle und wurde für die Normalisierung der Bandenstärken 
von MDM2 verwendet. 
A: Kurze Expositionsdauer für die Quantifizierung von β-Actin, B: längere Expositionsdauer für die Quantifizierung von MDM2. 
C: Relative Proteinmengen von MDM2, bezogen auf die Luciferase-siRNA-Kontrolle, normalisiert auf die β-Actin-Ladekontrolle. 
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Die Quantifizierung der Bandenstärken von MDM2 (Abb. 3-89A) und ihre Normalisierung auf die β-Actin-
Ladekontrolle (Abb. 3-89B) ergaben die in Abb. 3-89C gezeigten relativen Proteinmengen von MDM2. Die-
se korrelierten relativ gut mit den oben gezeigten RT-PCR-Ergebnissen: M5, M6 und M8 führten zur stärks-
ten Reduktion des MDM2-Proteinspiegels, M3 vermittelte einen weniger guten Knock-down – während am 
LightCycler® mit M3 keinerlei Reduktion festzustellen gewesen war – und M1 und M7 waren nicht funktio-
nell. Dass die Ergebnisse nicht in allen Punkten mit den unter 3.3.4.4.1 beschriebenen RT-PCR-Daten 




Im Rahmen des unter 3.3.4.4.1 beschriebenen Transfektionsexperiments wurden in HCT-116-Zellen nicht 






















































































































Abb. 3-90: Silencing von MDM2 auf Proteinebene in HCT-116-Zellen. 
Die Behandlung von HCT-116-Zellen entspricht der bei Abb. 3-87 beschriebenen. 48 h nach der Transfektion wurden Proteinlysate gewonnen, 
auch von Zellen, die mit der Positivkontroll-siRNA gegen Eg5 transfiziert worden waren. Jeweils 60 µg Gesamtprotein wurden pro Gelspur aufge-
tragen. Der Blot wurde durchgeführt wie bei Abb. 3-89 beschrieben. A: Kurze Expositionsdauer für die Quantifizierung von β-Actin, B: längere Ex-
positionsdauer für die Quantifizierung von MDM2. C: Relative Proteinmengen von MDM2, bezogen auf die Luciferase-siRNA-Kontrolle, normalisiert 
auf die β-Actin-Ladekontrolle. 
 
M5, M6 und M8 reduzierten das MDM2-Protein sehr effektiv, M2 vermittelte ebenfalls noch einen sehr gu-
ten Knock-down, während M7 keine signifikante Verringerung der Proteinmenge erreichte. Die mitgeführte 
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Western Blots aus mit MDM2-siRNAs transfizierten NCI/ADR-RES-Zellen sind unter 3.3.4.11.2 bei der Be-
schreibung des Affymetrix-Versuchs gezeigt. 
3.3.4.5 Optimierung der siRNA-Konzentration 
Nachdem durch Erhebung von RT-PCR- und Western-Blot-Daten die funktionellen MDM2-siRNAs ermittelt 
worden waren, wurde ihre Konzentration möglichst weit abgesenkt, um einerseits noch ein effizientes Si-
lencing auf mRNA- und Proteinebene zu erreichen, anderseits aber potenzielle Off-Target-Effekte zu mini-
mieren. 
In MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen konnte die siRNA-Konzentration von M5, M6 und M8 von ursprüng-
lich 33 auf 5 nM herabtitriert werden, ohne an Knock-down-Effizienz einzubüßen. M2 musste mit 33 nM ein-
gesetzt werden, um ihren maximalen Effekt zu wahren. In HCT-116-Zellen konnte die Konzentration sämt-
licher MDM2-siRNAs vom Ausgangswert 100 auf 10 nM abgesenkt werden. Die höhere siRNA-Menge im 
Oligofectamine-Standardprotokoll, das für HCT-116-Zellen verwendet wurde, im Vergleich zum Lipo-
fectamine 2000-Protokoll (MCF-7 und NCI/ADR-RES) beruht darauf, dass sich mit Oligofectamine mehr 
siRNA-Präzipitate im Medium bilden und deshalb vermutlich ein geringerer Anteil der zugegebenen siRNA 
in die Zellen gelangt. Warum die M2-Konzentration in HCT-116- im Unterschied zu MCF-7-Zellen abge-
senkt werden konnte, ohne an Knock-down-Effizienz zu verlieren, blieb unklar. 
Bei allen gezeigten Versuchen ist die jeweils verwendete siRNA-Konzentration angegeben. 
3.3.4.6 Morphologische Effekte des MDM2-Silencings 
Die verschiedenen Zelllinien wurden nach der Transfektion lichtmikroskopisch auf phänotypische Verände-
rungen überprüft. Hierbei diente die durch Eg5-siRNA hervorgerufene Abrundung der Zellen, verbunden 
mit massivem Zelltod, als gute Kontrolle für den Transfektionserfolg. Abb. 3-91 zeigt Fotografien der Zellen 
nach Transfektion mit MDM2- und Kontroll-siRNAs im Vergleich mit mock-transfizierten und unbehandelten 
Zellen. 
In sämtlichen untersuchten Zelllinien hatten die gegen Luciferase gerichtete Negativkontroll-siRNA und die 
Non-silencing control siRNA keine oder nur sehr schwache, der Mock-Transfektion ähnliche Wirkungen auf 
die Zellmorphologie. Im Vergleich zu gänzlich unbehandelten Zellen konnte allenfalls eine sehr schwache 
Verringerung der Zellzahl festgestellt werden. 
 








Abb. 3-91: Morphologische Effekte der MDM2-siRNA-Transfektion. 
Die angegebenen Zelllinien wurden mit MDM2- und Kontroll-siRNAs transfiziert bzw. mock-transfiziert oder unbehandelt belassen. Nach der ange-
gebenen Zeitdauer wurden die Zellen bei 100facher Vergrößerung fotografiert. 
A: MCF-7-Zellen 48 h nach der Transfektion (siRNA-Konzentration: 33 nM). B: HCT-116-Zellen 48 h nach der Transfektion (siRNA-Konzentration: 
100 nM). C: NCI/ADR-RES-Zellen 72 h nach der Transfektion (in dieser Zelllinie wurden keine Transfektionen mit den siRNAs M1 und M3 durchge-
führt; siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33 nM im Fall von M2 und Eg5). D: HT-29-Zellen 72 h nach der Transfektion (in dieser Zelllinie wurden keine 
Transfektionen mit den siRNAs M1, M3, M7, M9 und M10 durchgeführt; siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33 nM im Fall von M2 und Eg5). 
Anm.: Bei den im Medium sichtbaren schwarzen Punkten handelt es sich um bei der Transfektion mit Lipofectamine 2000 bzw. Oligofectamine 
entstehende Präzipitate. 
 
Eine Übersicht über die in den verschiedenen Zellmodellen beobachteten phänotypischen Veränderungen 
im Vergleich zu den Negativkontrollen gibt Tab. 3-10. 
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 MCF-7 HCT-116 NCI/ADR-RES HT-29 
M1 Vakuolisierung ↑↑ Granularität ↑↑ n.d. n.d. 
M2 Zellzahl ↓↓ Zell-Substrat-Adhäsion ↓↓ 
Zellzahl ↓↓↓ 
Zell-Substrat-Adhäsion ↓↓ 
Zellzahl ↓↓ Zellzahl ↓↓ 
Zell-Substrat-Adhäsion ↓↓ 
M3 Zellzahl ↓↓ Zellzahl ↓↓ Zell-Zell-Adhäsion ↓↓ 
n.d. n.d. 
M5 Zellzahl ↓↓ Zell-Zell-Adhäsion ↓↓ 
Zellzahl ↓ 
Zell-Zell-Adhäsion ↓↓ 
kein Effekt kein Effekt 
M6 Zellzahl ↓↓ Zell-Zell-Adhäsion ↓ 
Zellzahl ↓ 
Zell-Zell-Adhäsion ↓ 
kein Effekt kein Effekt 
M7 kein Effekt kein Effekt n.d. n.d. 
M8 Zellzahl ↓↓↓ Zell-Zell-Adhäsion ↓↓↓ 
Zelltod ↑↑↑ kein Effekt kein Effekt 
M9 Zellzahl ↓↓↓ Zell-Zell-Adhäsion ↓↓↓ 
Zelltod ↑↑↑ kein Effekt n.d. 
M10 Zellzahl ↓ Zell-Zell-Adhäsion ↓ 
Zellzahl ↓↓ 
Zell-Zell-Adhäsion ↓↓ 
kein Effekt n.d. 
Tab. 3-10: Morphologische Effekte der MDM2-siRNAs in den verschiedenen Zellmodellen. 
↑ = leicht erhöht, ↑↑ = erhöht, ↑↑↑ = stark erhöht, ↓ = leicht verringert, ↓↓ = verringert, ↓↓↓ = stark verringert; n.d.: Daten wurden nicht erhoben. 
 
Nahezu alle gegen MDM2 gerichteten siRNAs riefen in MCF-7- und HCT-116-Zellen lichtmikroskopisch 
erkennbare phänotypische Veränderungen der transfizierten Zellen hervor, während in den Zelllinien mit 
mutantem p53 nur geringfügige Effekte, hauptsächlich bei M2, zu beobachten waren. Die Eg5-Kontrolle 
zeigt jeweils an, dass die Transfektion hervorragend funktioniert hat und somit das Fehlen morphologischer 
Veränderungen nicht Folge einer mangelnden Transfektionseffizienz war. Die funktionellen siRNAs führten 
in den Zelllinien mit Wildtyp-p53 zu interessanten Veränderungen des Adhäsionsverhaltens. M2 bewirkte, 
dass die Zellen in kleinen zusammenhängenden Inseln wuchsen, die dazu neigten, sich insgesamt von der 
Wachstumsfläche abzulösen. M5 und M6 reduzierten die Adhäsion der Zellen untereinander und ans Sub-
strat, was sich an der Vereinzelung der Zellen und der Bildung füßchenartiger Fortsätze ablesen ließ (die-
ser Effekt war bei M6 in HCT-116-Zellen allerdings relativ schwach ausgeprägt). Ähnliches galt in MCF-7-
Zellen auch für M8 und die sequenzanaloge Stealth-RNA M9, hier entstanden noch längere Zellfortsätze, 
verbunden mit einer deutlichen Zellzahlverminderung. In HCT-116-Zellen führten M8 und M9 hingegen 
hauptsächlich zu gesteigertem Zelltod. Auch die nachträglich hinzugenommene Stealth-RNA M10 hatte 
gewisse Auswirkungen auf die Adhäsion der transfizierten Zellen. 
Da die gegen MDM2 gerichteten siRNAs im Idealfall innerhalb eines Zellsystems identische phänotypische 
Effekte haben sollten, kann man aus den beschriebenen Befunden bereits schließen, dass M2 und M8/M9 
zusätzlich zum Silencing von MDM2 wohl noch weitere, nicht erwünschte Wirkungen auf die transfizierten 
Zellen ausüben. 
3.3.4.7 Proliferationstests nach MDM2-Silencing 
Um die Effekte der siRNAs auf die Zellproliferation und -viabilität zu quantifizieren, wurden wiederholt 
WST-1- oder CellTiter-Glo-Tests durchgeführt, die die metabolische Aktivität der Zellen erfassen (s. 2.5.3). 
In Abb. 3-92 sind beispielhaft die Ergebnisse von CellTiter-Glo-Messungen der vier verwendeten Zelllinien 
jeweils 72 h nach der Transfektion gezeigt. 
 

















































Abb. 3-92: Auswirkungen der MDM2-siRNAs auf die Proliferation. 
Ergebnisse der CellTiter-Glo-Tests 72 h nach der Transfektion im 24-Well-Maßstab mit den angegebenen siRNAs bzw. Kontrollbehandlung. Es 
wurden jeweils drei bis fünf Replikate pro Behandlung angesetzt. Die Fehlerbalken zeigen deren Standardabweichung an. RLU = relative Lumines-
zenzeinheiten. A: MCF-7-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33 nM (M2 und Eg5)) B: HCT-116-Zellen (siRNA-Konzentration 10 nM bzw. 
100 nM (Eg5)), C: NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33 nM (M2 und Eg5)), D: HT-29-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 
33 nM (M2 und Eg5)). 
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In allen Fällen lagen die Negativkontrollen nahe beieinander, d. h. die gegen Luciferase gerichtete Kontroll-
siRNA und auch die Mock-Transfektion übten im Vergleich zu reinem Wachstumsmedium keine nennens-
werte proliferationshemmende Wirkung aus. Das Lumineszenzsignal war bei den Eg5-siRNA-transfizierten 
Zellen jeweils deutlich reduziert, dies korrelierte mit der beobachteten massiven Wachstumshemmung und 
Apoptose. 
Die MDM2-siRNAs zeigten heterogene Auswirkungen auf die metabolische Aktivität der transfizierten Zel-
len. Während M5 und M6 in allen Zellen auf dem Niveau der Negativkontrollen lagen, führte M2 zu einer 
gewissen, wenn auch schwachen Erniedrigung des Lumineszenzsignals. M8 und M9 riefen in MCF-7- und 
noch deutlicher in HCT-116-Zellen erhebliche Effekte hervor; in NCI/ADR-RES- und HT-29-Zellen blieben 
sie jedoch ohne erkennbare Wirkung. 
Es ist hervorzuheben, dass sich eine nicht übermäßig ausgeprägte Verringerung der Zellzahl nicht in den 
CellTiter-Glo-Messungen niederzuschlagen scheint. So waren für M5 und M6 sowohl in MCF-7- als auch 
HCT-116-Zellen lichtmikroskopisch eindeutig und reproduzierbar proliferationshemmende Wirkungen be-
obachtet worden, die Lumineszenzbestimmungen spiegelten dies aber nicht wider. 
3.3.4.8 Zellzyklusanalyse nach MDM2-Silencing 
Da zu erwarten war, dass das Silencing von MDM2 aufgrund einer Aktivierung des p53-Signalwegs zum 
Wachstumsarrest der Zellen mit Wildtyp-p53-Protein führen würde, wurde die Zellzyklusverteilung der 
transfizierten Zellen in durchflusszytometrischen Analysen ermittelt. Bereits 30 h nach der Transfektion wa-
ren in MCF-7- und HCT-116-Zellen Veränderungen zu beobachten. 
Abb. 3-93 stellt die Ergebnisse dieser Messungen zusammen. Am Beispiel von MCF-7-Zellen sind DNA-
Histogramme gezeigt (Abb. 3-93A1), deren quantitative Auswertung findet sich in Abb. 3-93A2 und A3. Für 
HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen sind die quantitativ analysierten Zellzyklusdaten in Abb. 3-93B und 
Abb. 3-93C1/C2 dargestellt. 
Die Zellzyklusverteilung der Negativkontrollen war innerhalb der untersuchten Zelllinien praktisch identisch. 
Die Positivkontroll-siRNA gegen Eg5 führte zu einer ausgeprägten Akkumulation der Zellen in der G2/M-
Phase, da Eg5 eine wichtige Rolle in der Chromosomensegregation spielt (vgl. 3.2.8.2.4). Dieser Arrest 
kann als Nachweis der erfolgreichen Transfektion der verschiedenen Zelllinien dienen. 
Sämtliche MDM2-siRNAs riefen einen Arrest in der G1-Phase hervor, sofern die transfizierte Zelllinie ein 
Wildtyp-p53-Protein besaß. Das Ausmaß des Arrests variierte, am schwächsten war er bei M2 und M10, 
am stärksten nach M8- und M9-Transfektion. Im Gegensatz dazu war in den p53-mutanten NCI/ADR-RES-
Zellen kein signifikanter Einfluss der MDM2-siRNAs auf den Zellzyklus zu erkennen. 
 




















































































































































Abb. 3-93: Auswirkungen der MDM2-siRNAs auf die Zellzyklusverteilung. 
Zellzyklusanalyse 30 h nach der Transfektion von MCF-7-, HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen mit den angegebenen siRNAs bzw. nach Kontroll-
behandlung im 6-Well-Maßstab. Die prozentualen Anteile der verschiedenen Zellzyklusphasen wurden mit Hilfe der ModFit-Software ermittelt. 
A1: DNA-Histogramme von MCF-7-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33 nM im Fall von M2 und Eg5). Die Beschriftung im ersten Diagramm 
gibt die Zuordnung der Regionen zu den Zellzyklusphasen wieder. A2 und A3: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von MCF-7-Zellen. 
Da die Messungen mit M9 und M10 in einem separaten Experiment stattfanden, sind zwei Diagramme gezeigt. Die Negativkontrollen 
unterscheiden sich zwischen beiden Versuchsansätzen etwas in den prozentualen Anteilen der Zellzyklusphasen, vermutlich aufgrund unterschied-
licher Konfluenz zum Zeitpunkt der Ernte. B: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von HCT-116-Zellen (siRNA-Konzentration 10 nM 
bzw. 100 nM im Fall von Eg5). C1 und C2: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM 
bzw. 33 nM im Fall von M2 und Eg5). Da die Messungen mit M9 und M10 in einem separaten Experiment stattfanden, sind zwei Diagramme 
gezeigt. Die Negativkontrollen unterscheiden sich zwischen beiden Versuchsansätzen geringfügig in den prozentualen Anteilen der 
Zellzyklusphasen, vermutlich aufgrund unterschiedlicher Konfluenz zum Zeitpunkt der Ernte. 
 
3.3.4.9 Apoptosetest nach MDM2-Silencing 
Da die Aktivierung von p53 neben Wachstumsarrest auch Apoptose hervorrufen kann, wurde untersucht, 
ob der spezifische Knock-down von MDM2 zu einer Erhöhung des Anteils apoptotischer Zellen führt. 
72 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit Fluorescein-gekoppeltem Annexin (Annexin-FLUOS V) 
gefärbt und mit Propidiumiodid gegengefärbt und der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen durch-
flusszytometrisch bestimmt (s. 2.5.6). Bei der Durchführung dieser Messungen kam es zu einer gewissen 
zeitlichen Verzögerung zwischen Anfärbung der Zellen und Analyse am FACS-Gerät. Da apoptotische, mit 
Annexin-FLUOS V markierte Zellen nach längeren Standzeiten beginnen, Propidiumiodid aufzunehmen, 
wurde der obere rechte Quadrant (UR) im ermittelten Dot Plot (vgl. Abb. 2-1D) zu den eigentlichen apopto-
tischen Zellen (LR) hinzugerechnet. 
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Abb. 3-94: Einfluss der MDM2-siRNAs auf den Zelltod. 
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen nach Färbung mit Annexin-FLUOS V und Propidiumiodid. Die Analysen wurden jeweils 72 h 
nach der Transfektion mit den angegebenen siRNAs bzw. Kontrollbehandlung im 6-Well-Format durchgeführt. 
A: MCF-7-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33 nM (M2 und Eg5)). B: HCT-116-Zellen (siRNA-Konzentration 10 nM bzw. 100 nM (Eg5)). 
C: NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33 nM (M2 und Eg5)). 
 
In NCI/ADR-RES-Zellen, denen funktionelles p53 fehlt, führten die MDM2-siRNAs zu keiner signifikanten 
Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen. Anhand der Eg5-siRNA-Positivkontrolle ist zu erkennen, dass 
in diesem Zelltyp prinzipiell aber durchaus Apoptose ausgelöst werden kann. In MCF-7-Zellen hatte Eg5-
siRNA ebenfalls einen ausgeprägten proapoptotischen Effekt. Die gegen MDM2 gerichteten siRNAs riefen 
hier eine gewisse, wenn auch nicht sonderlich ausgeprägte Erhöhung des Anteils apoptotischer und auch 
nekrotischer Zellen hervor. In HCT-116 war eine Zunahme apoptotischer Zellen hingegen nur bei der 
siRNA M8 und der sequenzhomologen Stealth-RNA M9 zu beobachten, und zwar in erheblichem Maße. 
Dieses Ergebnis korreliert mit dem lichtmikroskopisch festgestellten massiven Zelltod nach M8- und M9-
Behandlung. 
3.3.4.10 p53-Western Blot 
Zum Nachweis der Aktivierung von p53 nach RNAi-vermittelter MDM2-Inhibition wurden p53-Western Blots 
durchgeführt. Diese werden im folgenden Kapitel bei den Affymetrix-Experimenten gezeigt (s. 3.3.4.11.2). 
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3.3.4.11 Differenzielle Genexpression nach MDM2-Silencing in MCF-7- und NCI/ADR-RES-
Zellen 
Die Auswirkungen des spezifischen Silencings von MDM2 auf die globale Genexpression wurden mit Hilfe 
von Affymetrix GeneChip® Arrays vom Typ HG-U133A untersucht. 
Für diese Analysen wurden diejenigen MDM2-siRNAs ausgewählt, die in den vorangegangenen 
Versuchen zu einer effizienten und reproduzierbaren Reduktion von MDM2 auf mRNA- und Proteinebene 
geführt hatten: M2, M5, M6 und M8. Als Kontroll-siRNAs kamen Luciferase-siRNA und Non-silencing 
control siRNA zum Einsatz, außerdem wurden mock-transfizierte und unbehandelte Zellen einbezogen. 
Dadurch sollte untersucht werden, ob die Negativkontroll-siRNAs bisher unerkannte Off-Target-Effekte 
besitzen und welche von ihnen im Vergleich zu den mock-transfizierten bzw. unbehandelten Proben die 
geringsten Änderungen hervorrufen. 
Zunächst wurden die Zelllinien MCF-7 und NCI/ADR-RES einer Genexpressionsanalyse unterzogen. Da 
48 h nach der Transfektion das MDM2-Protein stets deutlich herabreguliert war und außerdem bereits nach 
30 h Zellzykluseffekte messbar waren, wurde der Zeitpunkt 48 h für die Affymetrix-Analysen ausgewählt. 
Es wurden die optimierten siRNA-Konzentrationen, also 5 nM für alle siRNAs mit Ausnahme von M2 
(33 nM), verwendet. Alle Behandlungen wurden in Duplikaten durchgeführt. 
3.3.4.11.1 Bestätigung eines effizienten Silencings von MDM2 auf mRNA- und Proteinebene 
Vor der Hybridisierung der Proben auf Affymetrix-Chips wurde zunächst bestätigt, dass die Transfektion 
erfolgreich gewesen war und zu einem zufrieden stellenden Silencing auf Transkript- und Proteinebene 
geführt hatte. 
Die Analyse der gewonnenen RNA-Lysate per Two-Step-RT-PCR lieferte die in Abb. 3-95 dargestellten 
Ergebnisse. In beiden Zelllinien führten alle vier MDM2-siRNAs zu einem exzellenten Knock-down ihres 
Targets. Die Non-silencing control siRNA rief in diesem Versuchsansatz in MCF-7-Zellen eine auffallende 





































































































































Abb. 3-95: MDM2-Silencing auf mRNA-Ebene in den Affymetrix-Proben. 
Analyse der relativen Expression von MDM2-mRNA 48 h nach der Transfektion von MCF-7- bzw. NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM 
bzw. 33 nM im Fall von M2) im 6-Well-Maßstab durch RT-PCR. Die in die reverse Transkription eingesetzten RNA-Proben wurden auch für die 
Präparation der cRNAs verwendet, die letztlich auf Affymetrix GeneChip® Arrays HG-U133A hybridisiert wurden. 
A1: Amplifikationskurven von MDM2 in den aus MCF-7-Zellen gewonnenen Proben; alle Replikate sind einzeln gezeigt und jeweils mit -1 bzw. -2 
gekennzeichnet. A2: Amplifikationskurven von ALAS in den Proben aus MCF-7-Zellen; alle Replikate sind einzeln gezeigt. A3: relative Expression 
von MDM2 in MCF-7-Zellen, bezogen auf Luciferase-siRNA, normalisiert auf ALAS; es sind die Mittelwerte aus Duplikaten angegeben. B: relative 
Expression von MDM2 in NCI/ADR-RES-Zellen, bezogen auf Luciferase-siRNA, normalisiert auf ALAS; es sind die Mittelwerte aus Duplikaten an-
gegeben. 
 
Am Beispiel der MCF-7-Proben sind die bei der RT-PCR-Analyse entstandenen Amplifikationskurven ge-
zeigt (Abb. 3-95A1 und A2). Während die Kurven des Housekeeping-Gens ALAS alle weitgehend überein-
ander liegen, sind im MDM2-Diagramm die mit targetspezifischer siRNA transfizierten Proben deutlich zu 
späteren Zyklen verschoben. 
Im Western Blot bestätigte sich die effiziente Verminderung des MDM2-Spiegels durch siRNA-Transfektion. 
Die Ergebnisse zeigt Abb. 3-96. In beiden Zelllinien wurde das MDM2-Protein durch alle vier spezifischen 
siRNAs auf (nahezu) nicht mehr detektierbare Mengen reduziert. In NCI/ADR-RES-Zellen ist die Aus-
gangskonzentration bereits sehr gering, vermutlich weil aufgrund des Fehlens von funktionellem p53 die 
Transaktivierung des MDM2-Gens unterbleibt. Es ist aber zu erkennen, dass die bei allen Negativkontrol-












































































































Abb. 3-96: MDM2-Silencing auf Protein-Ebene in den Affymetrix-Proben. 
Detektion der MDM2-Proteinmenge per Western Blot 48 h nach siRNA-Transfektion bzw. Kontrollbehandlung von MCF-7- und NCI/ADR-RES-
Zellen. Die Lysate wurden aus Zellen gewonnen, die parallel zu den Proben für die Affymetrix-Analyse angesetzt worden waren. Die pro Gelspur 
aufgetragene Gesamtproteinmenge betrug bei den MCF-7-Lysaten 100 µg, bei den NCI/ADR-RES-Proben 70 µg. β-Actin diente als Ladekontrolle. 
A: Western Blot der MCF-7-Proben. B: Western Blot der NCI/ADR-RES-Proben. 
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3.3.4.11.2 Bestätigung der p53-Aktivierung im Western Blot 
Um zu untersuchen, ob die Menge an p53-Protein in der Zelle nach MDM2-siRNA-Transfektion ansteigt, 
wurde ein Western Blot mit einem Teil der MCF-7-Proben durchgeführt; zur Detektion diente der p53-
Antikörper DO-1, der alle Formen von p53-Protein erfasst. Wie in Abb. 3-97 gezeigt, konnte eine gewisse 
Erhöhung des p53-Spiegels durch M5, M6 und insbesondere M8 festgestellt werden. Außerdem wurde 
überprüft, ob eine für DNA-Schädigung charakteristische Phosphorylierung von p53 an Serin-15 


































Abb. 3-97: Induktion von p53 durch MDM2-siRNAs in MCF-7-Zellen. 
Detektion der p53-Proteinmenge (Antikörper DO-1) und der Phosphorylierung an Ser15 (Antikörper Phospho-Ser15) im Western Blot 48 h nach 
siRNA-Transfektion bzw. Kontrollbehandlung von MCF-7-Zellen. Es wurde ein Teil Proben, die bereits bei dem in Abb. 3-96 gezeigten MDM2-
Western Blot analysiert wurden, verwendet. Die aufgetragene Gesamtproteinmenge je Gelspur betrug 120 µg. β-Actin diente als Ladekontrolle. 
Zwischen den Detektionen mit den unterschiedlichen Antikörpern wurde der Blot jeweils gestrippt. 
 
3.3.4.11.3 Übersicht über die Ergebnisse der Affymetrix-Analyse 
3.3.4.11.3.1 Bestätigung des MDM2-Silencings durch Chip-Daten 
Nach dem Nachweis des effizienten Silencings von MDM2 wurden die Proben auf den Affymetrix Gene-
Chip® Array HG-U133A hybridisiert. Dieser enthält auch ein Probe Set zur Detektion von MDM2, anhand 
dessen die Herabregulierung auf mRNA-Ebene bestätigt werden konnte. Wie in Abb. 3-98A gezeigt, waren 
bei den mit MDM2-siRNA transfizierten MCF-7-Proben die Transkriptmengen von MDM2 im Vergleich zu 
den Kontrollen so deutlich reduziert, dass keine verlässlichen Signale des Probe Sets mehr detektiert wer-
den konnten und MDM2 hier vom Affymetrix-Algorithmus als absent eingestuft wurde. In den NCI/ADR-
RES-Zellen war der Ausgangsspiegel an MDM2-mRNA bereits so gering, dass sie auch in den Kontroll-
proben nicht sicher detektierbar war, die Abnahme der Signalhöhe gibt aber dennoch einen Hinweis darauf, 
dass unterschiedliche Mengen von MDM2 in den siRNA-transfizierten Proben und den Negativkontrollen 
vorlagen (Abb. 3-98B). 
 
                                                 
15
 Parallel wurde ein Blot mit Zytostatika-behandelten Proben analysiert, der bei geringerer Menge an Gesamtprotein pro Gelspur und gleichen 
Inkubations- und Detektionsbedingungen Banden von phosphoryliertem p53 erkennen ließ. 
 








































Abb. 3-98: Signalhöhen des Probe Sets für MDM2 auf dem Affymetrix-Chip. 
A: Affymetrix-Daten für MDM2 in den MCF-7-Proben. B: Affymetrix-Daten für MDM2 in den NCI/ADR-RES-Proben. Es sind jeweils die Mittelwerte 
aus Duplikaten gezeigt. 
 
3.3.4.11.3.2 Vergleich der Negativkontrollen 
Die bei der Affymetrix-Analyse entstandenen Daten wurden nach den unter 2.7.4.3 beschriebenen Stan-
dardfilterkriterien ausgewertet. 
 
  Anzahl deregulierter Affymetrix Probe Sets 
Luci - Mock 0 
Luci - Unbeh 24 
Luci - Ns 81 
Ns - Mock 75 
Ns - Unbeh 95 
Mock - Unbeh 36 
Tab. 3-11: Vergleich der Negativkontrollen des Affymetrix-Versuchs in MCF-7-Zellen. 
Die verschiedenen Negativkontrollen wurden jeweils nach den Standardfilterkriterien miteinander verglichen. Die Summe aus hoch- und herabregu-
lierten Probe Set-IDs ist für alle paarweisen Vergleich angegeben. 
 
Zunächst wurde untersucht, inwieweit die Negativkontrollen voneinander abwichen. In Tab. 3-11 ist ange-
geben, wie viele Affymetrix Probe Sets beim paarweisen Vergleich der Kontrollproben des MCF-7-
Versuchs jeweils als dereguliert eingestuft wurden. 
Es ist offensichtlich, dass sich die mit Luciferase-siRNA transfizierten und die mock-transfizierten Proben 
nicht signifikant unterschieden und dass sie auch von den unbehandelten Proben nicht allzu stark abwi-
chen. Eine gewisse Veränderung gegenüber den gänzlich unbehandelten Zellen war durchaus zu erwarten, 
da die Zugabe von Transfektionsagens nicht völlig folgenlos bleiben kann. Interessant ist, dass das Einfüh-
ren doppelsträngiger RNA an sich keine Auswirkungen auf das Genexpressionsmuster der Zellen hatte. 
Die Non-silencing control siRNA hatte jedoch Effekte, sowohl im Vergleich zu Luciferase-siRNA als auch 
zu den mock-transfizierten und unbehandelten Proben. Diese waren so ausgeprägt, dass Non-silencing 
control siRNA aus den folgenden Analysen ausgeschlossen wurde. Als Vergleichsgrundlage aller weiteren 
Auswertungen wurde die Kombination aus den Luciferase-siRNA- und den mock-transfizierten Proben 
verwendet. 
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In NCI/ADR-RES-Zellen unterschieden sich die Kontrollen insgesamt noch weniger voneinander, Non-
silencing control siRNA wich geringer von den anderen Behandlungen ab (Daten nicht gezeigt). Da sich 
hier einerseits Luciferase-siRNA- und mock-transfizierte Proben ebenfalls sehr ähnlich waren und anderer-
seits Konsistenz zwischen den verschiedenen Auswertungen bestehen sollte, wurde auch für die Analyse 
der Daten aus NCI/ADR-RES-Zellen die kombinierte Baseline aus Luciferase-siRNA- und Mock-
Transfektion gewählt. 
Gegen diese Baselines wurden alle Daten der mit MDM2-siRNAs transfizierten Proben verglichen. 
 
In MCF-7-Zellen war aufgrund ihres Wildtyp-p53-Status und der gefundenen phänotypischen Veränderun-
gen ein ausgeprägter Effekt der MDM2-siRNAs auf die Genexpression zu erwarten. In NCI/ADR-RES-
Zellen sollten hingegen aufgrund des Fehlens funktionellen p53-Proteins allenfalls geringe Effekte, die mit 
p53-unabhängigen Funktionen von MDM2 zusammenhängen könnten, auftreten. Das Augenmerk lag 
hauptsächlich auf den Übereinstimmungen der Wirkungen mehrerer siRNAs, da diese gemeinsamen Ef-
fekte mit hoher Wahrscheinlichkeit auf dem spezifischen Silencing von MDM2 beruhen dürften. Die durch 
eine siRNA deregulierten, aber nicht in der Schnittmenge mit anderen siRNAs befindlichen Gene sind hin-
gegen möglicherweise durch Off-Target-Effekte bedingt. 
3.3.4.11.3.3 Zahlenmäßige Betrachtung der Affymetrix-Daten 
Tab. 3-12 gibt eine Übersicht über die Anzahl der durch jede siRNA induzierten bzw. reprimierten Gene in 
den beiden untersuchten Zelllinien. Die siRNAs M2, M5 und M6 riefen in MCF-7-Zellen Veränderungen in 
ähnlicher Größenordnung hervor, während M8 deutlich stärkere Effekte erzeugte und besonders viele Ge-
ne reprimierte. In den p53-mutanten NCI/ADR-RES-Zellen hatten M5 und M6 nur geringfügige Auswirkun-
gen, M2 und M8 hingegen regulierten eine nicht zu vernachlässigende Zahl von Genen herab. Dies gibt 
bereits einen Hinweis darauf, dass M2 und M8 möglicherweise unspezifische Wirkungen auf die Zelle aus-
üben, da im Idealfall ja alle gegen dasselbe Target gerichteten siRNAs auch übereinstimmende Wirkungen 
auf die Genexpression haben sollten. 
 
 MCF-7 NCI/ADR-RES 
M2 79↑ 84↓ 7↑ 46↓ 
M5 79↑ 62↓ 1↑ 18↓ 
M6 66↑ 130↓ 0↑ 8↓ 
M8 197↑ 608↓ 4↑ 67↓ 
Tab. 3-12: Anzahl differenziell exprimierter Gene nach MDM2-siRNA-Transfektion in MCF-7- und NCI-ADR-RES-Zellen. 
Es ist die Anzahl der durch die angegebenen siRNAs im Vergleich zur kombinierten Baseline aus Luciferase-siRNA- und Mock-Transfektion indu-
zierten und reprimierten Gene in MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen gezeigt. ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
 
Im nächsten Schritt wurden die durch die verschiedenen siRNAs deregulierten Gene miteinander 
verglichen. In Abb. 3-99 sind die Schnittmengen der vier siRNAs jeweils innerhalb der Zelllinien MCF-7 und 
NCI/ADR-RES in Form von Venn-Diagrammen gezeigt. 
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Aus der Größe der Überschneidungen der MCF-7-Proben (Abb. 3-99A) ist erkennbar, dass sich die 
siRNAs M5 und M6 in ihren Wirkungen auffallend ähnelten. Diese beiden siRNAs zeigten auch mit M8 
große Überlappungen; so finden sich von den 99 Genen, die M5 und M6 gemeinsam sind, 80 in der 
Schnittmenge der drei siRNAs wieder. Ebenso groß ist die Zahl der M6 und M8 gemeinsamen, nicht von 
M5 beeinflussten Gene. M8 deregulierte über diese Übereinstimmungen hinaus allerdings noch eine 
Vielzahl weiterer Gene. M2 unterschied sich in MCF-7-Zellen recht deutlich von allen anderen siRNAs, die 
paarweisen Schnittmengen sind wesentlich kleiner als bei den übrigen Vergleichen und die Zahl der allen 




Abb. 3-99: Übereinstimmungen zwischen den durch die vier MDM2-siRNAs deregulierten Genen in MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen. 
Es sind jeweils die Summen aus induzierten und reprimierten Genen gezeigt. Die Größe der Flächen deutet die Gesamtzahl deregulierter Gene je 
siRNA an. A: Schnittmengen der durch die vier MDM2-siRNAs in MCF-7-Zellen deregulierten Gene. B: Schnittmengen der durch die vier MDM2-
siRNAs in NCI/ADR-RES-Zellen deregulierten Gene. 
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In NCI/ADR-RES-Zellen existieren nahezu keine Überlappungen zwischen den verschiedenen siRNA-
transfizierten Proben (Abb. 3-99B). 
3.3.4.11.3.4 Auswahl funktioneller und spezifischer siRNAs 
Aus der Gesamtheit der Genexpressionsdaten wurde der Schluss gezogen, dass die siRNAs M5 und M6 
hocheffizient das MDM2-Transkript herabzuregulieren vermögen, weitgehend für Wildtyp-p53-Zellen spezi-
fische Effekte ausüben und zudem eine ausreichend große Ähnlichkeit zueinander aufweisen. Deshalb 
kann man davon ausgehen, dass ein wesentlicher Teil ihrer Effekte auf dem Silencing von MDM2 beruht. 
Die phänotypischen Analysen unterstützen diese Folgerung, da die beiden siRNAs ähnliche Veränderun-
gen der Zellmorphologie, einen vergleichbar starken G0/G1-Arrest und ein übereinstimmendes Ausmaß an 
Apoptose hervorriefen. M2 hingegen wich bereits bei der Zellmorphologie von den übrigen siRNAs ab, 
führte laut Western Blot tendenziell zu einer schwächeren Reduktion des MDM2-Proteins, induzierte einen 
weniger ausgeprägten Zellzyklusarrest und veränderte in NCI/ADR-RES-Zellen auffällig viele Gene. Da M5 
und M6 aber in diesen p53-mutanten Zellen nahezu wirkungslos waren und die wenigen deregulierten Ge-
ne keinerlei Überschneidungen zeigten, ist anzunehmen, dass die Effekte von M2 unspezifischer Natur 
sind. Dieser Befund gilt auch für M8. In MCF-7-Zellen wies M8 zwar signifikante Ähnlichkeit zu M5 und M6 
auf, deregulierte darüber hinaus aber noch extrem viele weitere Gene. Offenbar ist M8 also hinsichtlich des 
MDM2-Silencings durchaus funktionell, ruft zusätzlich aber unerwünschte Off-Target-Effekte hervor. 
3.3.4.11.3.5 Off-Target-Effekte von M8 
Die nähere Analyse der unspezifischen Effekte von M8 in MCF-7-Zellen ergab, dass diese hauptsächlich 
auf einer massiven Induktion der Interferonantwort beruhten. Wie in den einleitenden Bemerkungen zum 
Thema RNAi bereits dargelegt, häufen sich Berichte, dass abgesehen von langen dsRNA-Molekülen auch 
die kurzen siRNAs und shRNAs in Vertebratenzellen unspezifisch die Expression interferonresponsiver 
Gene stimulieren können, was die Aktivierung antiviraler Abwehrmechanismen anzeigt [262, 276]. In Tab. 
3-13 findet sich eine Zusammenstellung der von M8 heraufregulierten und laut Literatur durch dsRNA bzw. 
Interferone induzierbaren Gene unter Angabe des Induktionsfaktors. 
Viele der gezeigten ISGs waren sehr stark induziert, bis maximal auf das 72fache der Kontrollen. Zu den 
heraufregulierten Genen gehörten u. a. zwei Oligoadenylatsynthasen, OAS1 und OAS3, welche die Bildung 
von 2',5'-Adenosinoligomeren katalysieren. Durch diese wird wiederum RNase L aktiviert, die unspezifisch 
zelluläre und, soweit vorhanden, virale RNA-Moleküle spaltet. In der Folge kommt es zu einer generellen 
Repression der Proteintranslation [262]. Es ist anzunehmen, dass die große Zahl durch M8 reprimierter 
Gene zumindest teilweise von dieser Aktivierung des OAS/RNase L-Systems herrührt. Entweder sind die 
herabregulierten mRNAs direkt von RNase L gespalten worden und deshalb nicht mehr detektierbar, oder 
sie konnten aufgrund der mangelnden Synthese von Transkriptionsfaktoren, Kofaktoren und Enzymen der 
Transkriptionsmaschinerie nicht mehr gebildet werden. Darüber hinaus kann vermutet werden, dass auch 
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die Proteinkinase PKR (eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2, HUGO: EIF2AK2) im Rah-
men der Interferonantwort in MCF-7-Zellen aktiviert wurde. Da ihre durch Interferone oder dsRNA vermit-
telte Aktivierung in Form einer Autophosphorylierung vonstatten geht, ist sie auf Transkriptebene nicht di-
rekt zu erkennen. PKR phosphoryliert den Translationsinitiationsfaktor EIF2α und hemmt dadurch unmit-
telbar die zelluläre Proteinsynthese [277]. 
 
Name Symbol GeneID Synonyme Change factor 
interferon, alpha-inducible protein (clone ifi-15k) G1P2 9636 ISG15, IFI15 9,01 
interferon, alpha-inducible protein (clone ifi-6-16) G1P3 2537 IFI6-16, 6-16 31,36 
interferon-induced protein 35 IFI35 3430   1,83 
interferon-induced protein 44 IFI44 10561   2,22 
interferon induced with helicase C domain 1 IFIH1 64135 MDA-5 2,1 
interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 IFIT1 3434 IFI56 71,31 
interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5 IFIT5 24138 RI58 10,26 
interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) IFITM1 8519 IFI17, 9-27, LEU13 1,04 
interferon regulatory factor 6 IRF6 3664   1,63 
interferon regulatory factor 7 IRF7 3665   0,93 
interferon stimulated gene 20kda ISG20 3669   4,24 / 0,96 
interferon-stimulated transcription factor 3, gamma 48kDa  ISGF3G 10379   5,85 
2`,5`-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kda OAS1 4938   22,73 / 12,12 
2`-5`-oligoadenylate synthetase 3, 100kda OAS3 4940   1,05 
sp110 nuclear body protein SP110 3431 IFI41, IFI75 3,01 / 2,67 / 2,39 
signal transducer and activator of transcription 1, 91kda STAT1 6772 ISGF3 7,85 / 2,51 / 2,15 / 1,92 / 1,25 
Tab. 3-13: Induktion einer Interferonantwort durch M8 in MCF-7-Zellen. 
Sämtliche durch M8 hochregulierten Gene, die gemäß Literaturbefunden durch dsRNA bzw. Interferone induziert werden können, sind unter Anga-
be des Change factors (s. 2.7.4.2) aufgeführt. Für Gene, die mit mehreren Probe Sets auf dem Chip HG-U133A vertreten sind, sind mehrere 
Change factors angegeben. 
 
In NCI/ADR-RES-Zellen war interessanterweise keine Induktion interferonresponsiver Gene durch M8 zu 
beobachten, dennoch waren hier viele Gene herabreguliert, wenn auch deutlich weniger als in MCF-7-
Zellen. 
3.3.4.11.4 Test von Stealth-RNAs 
Da es Hinweise gibt, dass Off-Target-Effekte von siRNAs häufig durch Inkorporation des Sensestrangs in 
den RISC-Komplex und anschließende Zerstörung „falscher“ Targets verursacht werden, sind Modifikatio-
nen des Sensestrangs eine mögliche Strategie zur Vermeidung solcher unerwünschter Wirkungen. Des-
halb wurden die Stealth-RNA M9, die auf der Sequenz von M8 basiert, und zusätzlich eine weitere Stealth-
RNA mit neuer Sequenz (M10) getestet. Die phänotypischen Resultate der Transfektion mit diesen Agen-
zien wurden bereits unter 3.3.4.6 und 3.3.4.7 beschrieben. Im Folgenden sollen nun die Daten zum Knock-
down von MDM2 und die Ergebnisse der Affymetrix-Analyse nach Transfektion von MCF-7- und NCI/ADR-
RES-Zellen mit M9 und M10 gezeigt werden. Die Transfektionsbedingungen waren mit denen im ersten 
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Affymetrix-Experiment identisch und M9 und M10 konnten gemäß einem zuvor durchgeführten Optimie-
rungsversuch ebenfalls mit einer Konzentration von 5 nM eingesetzt werden. Als Kontrollen wurden Lucife-
rase-siRNA- und mock-transfizierte Zellen mitgeführt. 
 
Bestätigung des Silencings von MDM2 auf Transkript- und Proteinebene 
Analog zum vorherigen Versuch wurde zunächst per RT-PCR und Western Blot nachgewiesen, dass M9 
und M10 zu einer effizienten Herabregulierung von MDM2-mRNA und -Protein führten. Die Ergebnisse 
dieser Analysen sind in Abb. 3-100A und B gezeigt. 
In MCF-7-Zellen war der durch M10 erreichte Knock-down auf mRNA-Ebene nicht ganz optimal, während 
in NCI/ADR-RES-Zellen beide Stealth-RNAs ein exzellentes Silencing von MDM2 vermittelten. 
Im Western Blot bestätigte sich die effiziente Reduktion von MDM2 durch M9 in MCF-7-Zellen, während 
M10 die Proteinmenge weniger gut herabregulierte (Abb. 3-100C). In dem mit NCI/ADR-RES-Lysaten 


































































































































Abb. 3-100: Silencing von MDM2 durch Stealth-RNAs. 
A: RT-PCR-Ergebnisse der MCF-7-Proben, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben, normalisiert auf ALAS. B: RT-PCR-
Ergebnisse der NCI/ADR-RES-Proben, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben, normalisiert auf ALAS. C: Western Blot der 
MCF-7-Proben; zum Vergleich war das mit M8 gewonnene Proteinlysat mit aufgetragen worden. Gesamtproteinmenge 100 µg. D: Signalhöhen des 
Probe Sets für MDM2 in den MCF-7-Proben. Die Abbildungen A, B und D zeigen die Mittelwerte aus Duplikaten. 
 
Bei der nachfolgenden Affymetrix-Analyse konnte die Reduktion der MDM2-siRNA durch M9 und M10 in 
MCF-7-Zellen bestätigt werden, wie in Abb. 3-100D ersichtlich. Die Reduktion der Signalintensität war nicht 
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ganz so stark wie beim vorherigen Versuch, die Signale der beiden M10-transfizierten Proben wurden al-
lerdings als absent eingestuft und waren somit gegenüber den Kontrollen eindeutig verringert. 
 
Zahlenmäßige Betrachtung der Affymetrix-Daten nach Stealth-RNA-Transfektion 
Die Auswertung der Affymetrix-Daten gemäß Standardfilterkriterien ergab, dass M9 – ähnlich wie M8 – in 
MCF-7-Zellen eine Vielzahl von Genen deregulierte (262 induzierte und 246 reprimierte Gene). Bei der 
weiteren Evaluierung dieser Gene stellte sich heraus, dass M9 nahezu in gleichem Ausmaß wie M8 interfe-
ronresponsive Gene induzierte (Daten nicht gezeigt). Dies korrelierte mit dem Befund, dass phänotypisch 
keine Unterschiede zwischen der siRNA und ihrer entsprechenden Stealth-RNA zu beobachten gewesen 
waren. Insofern stellte M9 keine Verbesserung gegenüber M8 dar und wurde aus den folgenden Analysen 
ausgeschlossen. Außerdem wurden die mit M9 behandelten NCI/ADR-RES-Proben nicht auf Affymetrix-
Chips hybridisiert, da sich hieraus vermutlich kein Informationsgewinn ergeben hätte. 
 
 
Abb. 3-101: Vergleich der deregulierten Gene zwischen M5, M6 und M10 in MCF-7-Zellen. 
Übereinstimmung der in der Affymetrix-Analyse identifizierten durch M5, M6 und M10 in MCF-7-Zellen deregulierten Gene. Es ist jeweils die Sum-
me aus induzierten und reprimierten Genen angegeben. 
 
M10 rief im Gegensatz zu M9 mit 16 herauf- und 5 herabregulierten Genen in MCF-7-Zellen nur sehr 
schwache Effekte hervor, möglicherweise aufgrund der nur unzureichenden Reduktion von MDM2 auf 
Transkript- und Proteinebene. Die Übereinstimmungen dieser differenziell exprimierten Gene mit den von 
M5 und M6 beeinflussten Genen waren recht gering, wie in Abb. 3-101 gezeigt. 
In NCI/ADR-RES-Zellen hatte M10 hingegen verhältnismäßig ausgeprägte Effekte, sie führte zur Induktion 
von 46 und zur Repression von 13 Genen. Daraus lässt sich ableiten, dass auch diese Stealth-RNA gewis-
se Off-Target-Effekte ausübte. Da darüber hinaus ihre Ähnlichkeit zu den als funktionell und spezifisch be-
werteten siRNAs M5 und M6 unzureichend war, wurde M10 bei den nachfolgenden Auswertungen nicht 
berücksichtigt. 
 
Die funktionelle Analyse der in MCF-7-Zellen durch M5 und M6 deregulierten Gene wird unter 3.3.6.2 be-
schrieben und dort mit den Effekten des spezifischen MDM2-Inhibitors R206-0270 verglichen. 
3.3.4.12 Genexpressionsanalyse von HCT-116-Zellen nach Transfektion mit MDM2-siRNAs 
Auch HCT-116-Zellen wurden per Affymetrix-Analyse auf differenzielle Genexpression nach Transfektion 
mit MDM2-siRNAs untersucht. Da diese Versuche parallel zu dem unter 3.3.4.11.4 beschriebenen zweiten 
Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 183 
Affymetrix-Ansatz mit MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen stattfanden, konnten die Stealth-RNAs M9 und 
M10 mit eingeschlossen werden und die als ungeeignet eingestufte Non-silencing control siRNA wurde von 
vornherein nicht verwendet. Die Effekte der siRNAs und Stealth-RNAs auf Morphologie, Proliferation, Zell-
zyklus und Apoptose von HCT-116-Zellen wurden bereits unter 3.3.4.6 ff. dargestellt. 
Die Transfektionen wurden mit der optimierten siRNA-Konzentration 10 nM durchgeführt, als Negativkon-
trollen wurden parallel Luciferase-siRNA-, mock-transfizierte und gänzlich unbehandelte Zellen kultiviert. 
Alle Behandlungen dauerten 48 h und erfolgten als Duplikate. 
 
Die Ergebnisse der zur Bestätigung des effizienten Knock-downs von MDM2 durchgeführten RT-PCR-


















































































































Abb. 3-102: Silencing von MDM2 auf mRNA- und Proteinebene 48 h nach der Transfektion von HCT-116-Zellen. 
HCT-116-Zellen wurden im 6-Well-Maßstab mit den angegebenen siRNAs transfiziert bzw. Kontrollbehandlungen unterworfen. Nach 48 h wurden 
Lysate für die RNA- und Proteinanalytik gewonnen. Die RNA-Proben wurden sowohl für die RT-PCR als auch die Affymetrix-Analysen verwendet. 
A: RT-PCR-Ergebnisse, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben, normalisiert auf ALAS. B: Western Blot zum Nachweis von 
MDM2 mit β-Actin als Ladekontrolle. Gesamtproteinmenge 75 µg. Anm.: Vom Lysat der unbehandelten Zellen wurde offensichtlich zu wenig auf 
das Gel aufgetragen, deshalb ist die MDM2-Bande, aber auch die β-Actin-Kontrollbande schwächer als bei den anderen Kontrollproben. C: Signal-
höhen des Probe Sets für MDM2 in der Affymetrix-Analyse. 
 
Alle siRNAs führten auf mRNA-Ebene zu einem hervorragenden Silencing von MDM2. Im Western Blot 
waren bei allen MDM2-siRNA-transfizierten Proben noch schwache Banden zu erkennen, die Reduktion 
gegenüber den Negativkontrollen war dennoch deutlich. Nur im Fall von M2 war der Knock-down weniger 
ausgeprägt. 
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Im Rahmen der nachfolgenden Analyse auf Affymetrix Expressionsarrays konnte die starke Verringerung 
des MDM2-Transkripts bestätigt werden, dies ist in Abb. 3-102C gezeigt. Die M9-transfizierten Proben 
wurden aufgrund der zwischenzeitlich mit MCF-7-Zellen erhaltenen Ergebnisse nicht auf Chips hybridisiert. 
So wie in MCF-7-Zellen nahmen auch bei den mit MDM2-siRNA transfizierten HCT-116-Zellen die Signal-
intensitäten des MDM2-Probe Sets so stark ab, dass es, mit Ausnahme der M8-behandelten Probe, vom 
Affymetrix-Algorithmus als absent eingestuft wurde. Insofern ist die Höhe der Signalwerte etwas irrefüh-
rend, da sie eine verhältnismäßig schwache Reduktion der Transkriptmenge suggeriert. 
 
Nach Analyse der Affymetrix-Daten gemäß den Standardfilterkriterien wurden zunächst die Negativkontrol-
len miteinander verglichen. Die Anzahl der in den paarweisen Vergleichen signifikant unterschiedlichen 
Gene ist in Tab. 3-14 gezeigt. 
 
  Anzahl deregulierter Affymetrix Probe Sets 
Luci - Mock 68 
Luci - Unbeh 49 
Mock - Unbeh 3 
Tab. 3-14: Vergleich der Negativkontrollen des Affymetrix-Versuchs in HCT-116-Zellen. 
Die verschiedenen Negativkontrollen wurden jeweils nach den Standardfilterkriterien miteinander verglichen. Die Summe aus hoch- und herabregu-
lierten Probe Set-IDs ist für alle paarweisen Vergleiche angegeben. 
 
Während in diesem Fall mock-transfizierte und unbehandelte Proben nahezu identisch waren, wichen die 
Effekte von Luciferase-siRNA relativ deutlich von diesen ab. Dies könnte darauf hindeuten, dass das Ein-
führen kurzer dsRNA in HCT-116-Zellen gewisse Auswirkungen hat, die in MCF-7- und NCI/ADR-RES-
Zellen nicht zu beobachten waren. Da zum einen die Datenanalyse für alle drei Zellsysteme konsistent 
gehalten werden sollte und es zum anderen schwer zu entscheiden war, ob Luciferase-siRNA- oder mock-
transfizierte Proben sinnvoller als Baseline einzusetzen waren, wurde auch bei diesem Versuch die Kom-
bination der Daten aus Luciferase-siRNA- und Mock-Transfektion als Vergleichsgrundlage gewählt. 
 
Im nächsten Schritt wurde die Anzahl der pro MDM2-siRNA gemäß den Filterkriterien deregulierten Gene 
im Vergleich zur Baseline ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3-15 zusammengestellt. 
 
  HCT-116 
M2 31↑ 127↓ 
M5 40↑ 54↓ 
M6 16↑ 34↓ 
M8 81↑ 312↓ 
M10 42↑ 340↓ 
Tab. 3-15: Anzahl differenziell exprimierter Gene nach MDM2-siRNA-Transfektion von HCT-116-Zellen. 
Es ist die Anzahl der durch die angegebenen siRNAs im Vergleich zur kombinierten Baseline aus Luciferase-siRNA und Mock-Transfektion deregu-
lierten Gene gezeigt. ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
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Die geringsten Änderungen waren für die siRNAs M5 und M6 festzustellen, während M2 etwas mehr und 
M8 und M10 sehr viele Gene deregulierten. Somit scheint M10 in HCT-116- ähnlich wie in NCI/ADR-RES-
Zellen unspezifische Effekte zu besitzen, die in MCF-7-Zellen nicht zu beobachten waren (möglicherweise 
aufgrund ungenügender Transfektionseffizienz). 
Beim Vergleich der deregulierten Gene zeigte sich, dass erneut M5, M6 und M8 untereinander am ähn-
lichsten waren. Insbesondere fand sich der Großteil der von M6 deregulierten Gene auch bei M8 wieder. 
M2 und M10 wichen hingegen stärker von den übrigen siRNAs ab (Daten nicht gezeigt). In Abb. 3-103 sind 
die Venn-Diagramme für die Vergleich von M5, M6 und M8 dargestellt. 
 
 
Abb. 3-103: Übereinstimmungen zwischen den durch die MDM2-siRNAs M5, M6 und M8 deregulierten Gene in HCT-116-Zellen. 
Es sind jeweils die Summen aus induzierten und reprimierten Genen gezeigt. Die Größe der Flächen deutet die Gesamtzahl deregulierter Gene je 
siRNA an. 
 
Die Übereinstimmungen zwischen M5 und M6 waren in HCT-116-Zellen nicht so ausgeprägt wie in MCF-7-
Zellen. Da durch beide siRNAs und insbesondere durch M6 insgesamt nur relativ wenige Gene dereguliert 
wurden, kann man vermuten, dass möglicherweise die Reduktion im MDM2-Proteinspiegel nicht ganz op-
timal war (vgl. Western Blot-Daten, Abb. 3-102B). 
M8 führte wie schon bei MCF-7- auch in HCT-116-Zellen zur differenziellen Expression zahlreicher über 
die Schnittmengen mit M5 und M6 hinausgehender Gene. Deren genauere Untersuchung zeigte jedoch 
keine Anreicherung mit interferonresponsiven Genen. Gemäß einer Angabe in der Literatur könnten HCT-
116-Zellen einen Defekt in der Interferonantwort besitzen [278]. Da sie jedoch mit der Repression sehr vie-
ler Gene und massivem Zelltod auf die M8-Transfektion reagierten, übte diese siRNA auch in HCT-116-
Zellen ganz offensichtlich ausgeprägte Off-Target-Effekte aus. Deren Natur blieb allerdings unklar. 
Analog zur Datenanalyse in MCF-7-Zellen wurde im Folgenden das Hauptaugenmerk auf die gemeinsam 
von M5 und M6 modulierten Gene gelegt, Übereinstimmungen mit M8 wurden mit einbezogen. Aufgrund 
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der zahlreichen Befunde, die auf unspezifische Wirkungen von M2 und M10 hindeuteten, wurden diese 
nicht in die weiter gehenden funktionellen Analysen einbezogen. 
 
Die Zahl der in MCF-7- und HCT-116-Zellen übereinstimmend sowohl durch M5 als auch M6 deregulierten 




Abb. 3-104: Übereinstimmende Effekte von M5 und M6 in MCF-7- und HCT-116-Zellen. 
Das Venn-Diagramm zeigt die Überlappung der in MCF-7-Zellen gefundenen Schnittmenge 
aus durch M5 und M6 deregulierten Genen mit der in HCT-116-Zellen gefundenen Schnitt-




Die funktionelle Auswertung der infolge des MDM2-Silencings in MCF-7- und/oder HCT-116-Zellen diffe-
renziell exprimierten Gene wird gemeinsam mit den Daten aus der Behandlung mit dem spezifischen 
MDM2-Inhibitor unter 3.3.6.2 dargestellt, um Gemeinsamkeiten und Unterschiede an Ort und Stelle analy-
sieren zu können. 
3.3.5 Inhibition der MDM2-Funktion durch den spezifischen Hemmstoff  
R206-0270 
Im Rahmen der Suche nach onkologischen Wirkstoffen, die spezifisch die Funktion tumorrelevanter Protei-
ne inhibieren, wurden vor einigen Jahren am Roche-Standort Penzberg potenzielle MDM2-Inhibitoren ent-
wickelt und beforscht. Diese waren gegen die p53-Bindedomäne von MDM2 gerichtet und sollten somit 
spezifisch die Interaktion dieser beiden Proteine blockieren. Zur Charakterisierung der inhibitorischen Akti-
vität dieser Substanzen dienten biochemische Tests, und mit viel versprechenden Kandidaten wurden 
dann verschiedene Experimente in Zellsystemen durchgeführt. Für die vorliegende Doktorarbeit wurden 
aus der Substanzbibliothek zwei Substanzen ausgewählt. Eine davon, R206-0270 (abgekürzt als R270), 
hatte in biochemischen und zellulären Versuchen eine hohe Affinität und inhibitorische Aktivität gegenüber 
MDM2 und die Fähigkeit zur Aktivierung von p53 bewiesen. Die andere, die das gleiche chemische Grund-
gerüst besitzt und die Bezeichnung R206-0402 (abgekürzt als R402) trägt, zeigte hingegen keine nen-
nenswerte hemmende Wirkung auf MDM2 und diente in den Untersuchungen als Negativkontrolle für mög-
liche unspezifische Nebeneffekte der Substanzklasse. 
Da analog zu den RNAi-Experimenten analysiert werden sollte, welche Wirkungen des Inhibitors p53-
abhängig und somit spezifisch sind und ob er darüber hinausgehende Nebeneffekte besitzt, wurden erneut 
die Wildtyp-p53-Zelllinien MCF-7 und HCT-116 und die Zelllinie NCI/ADR-RES mit mutantem p53-Protein 
für die Versuche eingesetzt. Dies ermöglichte auch den späteren Vergleich dieses niedermolekularen 
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Hemmstoffs mit den siRNAs hinsichtlich der Gemeinsamkeiten und Unterschiede ihrer phänotypischen und 
transkriptionellen Effekte. 
Aus den vor einigen Jahren bereits mit den MDM2-Inhibitoren durchgeführten Versuchsreihen war bekannt, 
dass diese nur bei reduzierter Serumkonzentration im Wachstumsmedium gut in die behandelten Zellen 
aufgenommen werden und ihre volle Wirkung entfalten können. Deshalb wurden die Zellen in allen im Fol-
genden beschriebenen Versuchen in Medium mit 2,5 % Serum kultiviert. 
3.3.5.1 Ermittlung von Inhibitionskurven für R206-0270 
Mit Hilfe des WST-1-Tests wurde der proliferationshemmende Effekt von R206-0270 auf MCF-7-, 
HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen nach fünftägiger Behandlung analysiert und in Form der IC50- bzw. 
IC80-Werte quantifiziert. Die aus mehreren unabhängigen Bestimmungen hervorgegangenen Mittelwerte 
sind in Tab. 3-16 angegeben. 
 
 MCF-7 HCT-116 NCI/ADR-RES 
IC50 9,2 ± 2,0 µM 5,1 ± 0,9 µM 21,3 ± 5,5 µM 
IC80 17,1 ± 2,7 µM 11,8 ± 3,4 µM 32 ± 7,4 µM 
Tab. 3-16: IC50- und IC80-Werte des MDM2-Inhibitors R206-0270. 
Die Wachstumsinhibition in den angegebenen Zelllinien wurde durch mehrere unabhängige WST-1-Tests nach 5 Tagen Behandlung ermittelt. Die 
Daten wurden in XLfit analysiert. 
 
Die inhibitorischen Konzentrationen in der p53-mutanten Linie NCI/ADR-RES waren deutlich höher als in 
den Wildtyp-p53-Zellen. Die Tatsache, dass sich solche Werte überhaupt bestimmen lassen, deutet aller-
dings darauf hin, dass R206-0270 zumindest ab einer gewissen Dosis p53-unabhängige, möglicherweise 
toxische Wirkungen ausübt. 
 
In allen folgenden Versuchen wurden die jeweiligen IC50- und/oder IC80-Konzentrationen (gerundet) für 
die Behandlung von MCF-7- und HCT-116-Zellen mit R206-0270 eingesetzt. NCI/ADR-RES-Zellen, die ja 
als Gegenstück zu MCF-7-Zellen dienten, wurden mit den für MCF-7 ermittelten IC50- und IC80-Konzen-
trationen behandelt. Parallel wurden die Zellen stets der Kontrollsubstanz R206-0402 ausgesetzt, in glei-
cher Dosis wie dem aktiven Inhibitor. In dieser Konzentration rief R206-0402 selbst eine gewisse 
Wachstumsinhibition hervor, was als Anzeichen dafür gedeutet werden muss, dass die Substanzklasse per 
se MDM2-unabhängige unspezifische Wirkungen besitzt. 
3.3.5.2 Effekte von MDM2-Inhibitor und Kontrollsubstanz auf die Zellmorphologie 
Die Fotografien in Abb. 3-105 zeigen MCF-7-, HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen jeweils nach 48 h Be-
handlung mit R206-0270, -0402 oder Kontrollmedium mit 2,5 % Serum. Da bei den IC50-Konzentrationen 
keine offensichtlichen phänotypischen Veränderungen festzustellen waren, sind nur die mit den IC80-
Konzentrationen behandelten Zellen gezeigt. 
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Abb. 3-105: Zellmorphologie nach 48 h Behandlung mit R206-0270 und R206-0402. 
MCF-7-, HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen wurden mit dem MDM2-Inhibitor bzw. der Kontrollsubstanz in den angegebenen Konzentrationen 
behandelt, als Kontrolle diente Medium mit 2,5 % Serum. Die Zellen wurden in 100facher Vergrößerung fotografiert.  
A: MCF-7-Zellen, behandelt mit Wachstumsmedium, mit 17 µM R206-0270 oder 17 µM R206-0402. 
B: HCT-116-Zellen, behandelt mit Wachstumsmedium, mit 12 µM R206-0270 oder 12 µM R206-0402. 
C: NCI/ADR-RES-Zellen, behandelt mit mit Wachstumsmedium, mit 17 µM R206-0270 oder 17 µM R206-0402. 
 
3.3.5.3 Zellzyklusverteilung nach Behandlung mit MDM2-Inhibitor und Kontrollsubstanz 
Nach 30 h Behandlung mit dem spezifischen MDM2-Inhibitor bzw. der Kontrollsubstanz wurde die Zellzyk-
lusverteilung im Vergleich zu unbehandelten Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind 
in Abb. 3-106 gezeigt. 
In den Wildtyp-p53-Zelllinien MCF-7 und HCT-116 lösten die IC50-Konzentrationen des aktiven MDM2-
Inhibitors bereits einen gewissen G1-Arrest aus, der bei Behandlung mit den IC80-Konzentrationen noch 
stärker ausfiel. Im Fall von MCF-7 befanden sich bei der höheren Konzentration sogar nahezu alle Zellen 
in der G0/G1-Phase. Die Kontrollsubstanz R206-0402 übte in der niedrigeren Konzentration nur geringe 
Effekte auf die Zellzyklusverteilung aus, in der höheren Dosis führte sie jedoch in den Wildtyp-p53-Zellen 
zu einem merklichen G1-Arrest. In NCI/ADR-RES-Zellen war nur mit der höheren Konzentration von R206-
0270 eine gewisse Erhöhung des G0/G1-Anteils zu beobachten, die Behandlung mit der Kontrollsubstanz 
blieb folgenlos. 
 








































































Abb. 3-106: Einfluss von R206-0270 und -0402 auf die Zellzyklusverteilung. 
MCF-7-, HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von R206-0270 und R206-0402 behandelt bzw. in 
Medium mit 2,5 % Serum kultiviert. Nach 30 h wurden sie einer durchflusszytometrischen Messung zur Ermittlung der Zellzyklusverteilung unter-
worfen. A: Zellzyklusverteilung von MCF-7-Zellen; zur Behandlung wurden die IC50- (9 µM) und IC80-Konzentration (17 µM) von R206-0270 ver-
wendet. B: Zellzyklusverteilung von HCT-116-Zellen; zur Behandlung wurden die IC50- (5 µM) und IC80-Konzentration (12 µM) von R206-0270 
verwendet. C: Zellzyklusverteilung von NCI/ADR-RES-Zellen; zur Behandlung wurde R206-0270 in der für MCF-7 ermittelten IC50- (9 µM) und 
IC80-Konzentration (17 µM) eingesetzt. 
 
Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass R206-0402 unspezifische Wirkungen besitzt, die ver-
mutlich auf den Inhibitor R206-0270 zu übertragen sind. Diese Effekte treten aber scheinbar nur in Wildtyp-
p53-Zellen auf, was nahe legt, dass sie auf einer stressbedingten Aktivierung des p53-Systems beruhen. 
Daraus ließe sich auch der beobachtete G1-Arrest erklären. 
3.3.5.4 p53-Western Blot 
Um nachzuweisen, ob der MDM2-Inhibitor zur Erhöhung der p53-Proteinmenge führt, wurde mit Proteinly-
saten aus MCF-7- und HCT-116-Zellen ein Western Blot durchgeführt (Abb. 3-107). Die Lysate stammten 


























































Abb. 3-107: Einfluss von R206-0270 und -0402 auf die p53-Proteinmenge. 
MCF-7- und HCT-116-Zellen wurden mit 17 bzw. 12 µM R206-0207 und -402 behandelt und nach 48 h lysiert. Das p53-Protein wurde im Western 
Blot unter Verwendung des Antikörpers DO-1 nachgewiesen. Der Blot wurde gestrippt und mit β-Actin-Antikörper reinkubiert, um die gleichmäßige 
Beladung der Gelspuren nachzuweisen. Die aufgetragene Gesamtproteinmenge betrug jeweils 70 µg. 
 
In HCT-116-Zellen führte R206-0270 zu einer deutlichen, die Kontrollsubstanz R206-0402 zu einer schwa-
chen Induktion von p53 auf Proteinebene. In den MCF-7-Proben ist jedoch überraschenderweise keine Er-
höhung der Proteinmenge zu erkennen. 
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Derselbe Blot wurde gestrippt und mit dem Phospho-Serin-15-spezifischen p53-Antikörper reinkubiert, wel-
cher bereits bei früheren p53-Western Blots beschrieben wurde (s. z. B. 3.2.6). Eine Phosphorylierung von 
p53 an Serin-15 deutet auf genotoxischen Stress hin. Es konnte keine solche Bande detektiert werden 
(Daten nicht gezeigt).16 
3.3.5.5 Genexpressionsanalyse nach Behandlung mit MDM2-Inhibitor und Kontroll-
substanz 
Zur Untersuchung des Einflusses von R206-0270 und -0402 auf die globale Genexpression wurden Analy-
sen auf Affymetrix GeneChip® Arrays durchgeführt. Analog zu den RNAi-Versuchen wurde eine Behand-
lungsdauer von 48 h gewählt. Es wurde jeweils die höhere der beiden in den bisherigen Versuchen ver-
wendeten Substanzkonzentrationen verwendet, d. h. 17 µM in MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen und 
12 µM in HCT-116-Zellen sowohl für den aktiven Inhibitor als auch die Kontrollsubstanz. NCI/ADR-RES-
Zellen wurden nicht mit der Kontrollsubstanz behandelt. Es wurden jeweils Duplikate angesetzt und analy-
siert. 
Die entstandenen Daten wurden gemäß den Standardfilterparametern analysiert. Die Anzahl der nach In-
hibitor- bzw. Kontrollsubstanz-Exposition als dereguliert identifizierten Gene ist in Tab. 3-17 angegeben. 
 
 
 MCF-7 HCT-116 NCI/ADR-RES 
R206-0270 195↑ 336↓ 194↑ 215↓ 94↑ 106↓ 
R206-0402 118↑ 25↓ 109↑ 17↓ n.d. n.d. 
Tab. 3-17: Anzahl der durch R206-0270 bzw. R206-0402 im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen induzierte bzw. reprimierte Gene. 
↑ = induziert, ↓ = reprimiert; n.d. = Daten nicht erhoben. 
 
Der MDM2-Inhibitor R206-0270 führte in allen drei Zelllinien zur differenziellen Expression einer Vielzahl 
von Genen, wobei die Effekte in den Wildtyp-p53-Zellen noch ausgeprägter waren. Die in NCI/ADR-RES-
Zellen beeinflussten Gene sind als Resultate unspezifischer Effekte des MDM2-Inhibitors einzustufen, da 
dieser ja prinzipiell nur die p53-MDM2-Interaktion stören und somit in Zellen mit mutiertem p53-Protein wir-
kungslos bleiben sollte. 
Die Kontrollsubstanz R206-0402 rief in MCF-7- und HCT-116-Zellen zwar schwächere, aber durchaus sig-
nifikante Änderungen hervor. Die aufgrund der phänotypischen Analysen bereits vermuteten Nebeneffekte 
bestätigten sich also auf Genexpressionsebene. 
 
Um bei der Auswertung den Fokus auf die spezifischen Effekte der Blockade der p53-MDM2-Interaktion 
richten zu können, wurden nun zum einen solche Gene aus der Analyse ausgeschlossen, die sowohl in 
einer der Wildtyp-p53-Zellen als auch in NCI/ADR-RES-Zellen durch den MDM2-Inhibitor dereguliert wor-
                                                 
16
 Parallel wurde ein Western Blot mit Zytostatika-behandelten Lysaten unter gleichen Bedingungen inkubiert und am Lumi-Imager exponiert, auf 
dem der phosphatspezifische Antikörper Banden erzeugte. 
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den waren. Zum anderen wurden die Daten von MCF-7- und HCT-116-Zellen so gefiltert, dass nur diejeni-
gen Gene übrig blieben, die durch die Kontrollsubstanz nicht oder deutlich schwächer beeinflusst worden 
waren. 
In Tab. 3-18 ist gezeigt, welche Auswirkungen diese Vorgehensweise auf die Anzahl der in die Analyse 
eingeschlossenen Gene hatte. 
 
 MCF-7 HCT-116 
ohne zusätzliche Filterung 195↑ 336↓ 194↑ 215↓ 
(1) 100↑ 247↓ 41↑ 132↓ 
(2) 187↑ 322↓ 159↑ 197↓ 
(1) + (2) 100↑ 238↓ 36↑ 119↓ 
Tab. 3-18: Resultat des Filterprozesses zum Ausschluss unspezifischer Expressionsänderungen. 
↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
ohne zusätzliche Filterung: Anzahl der durch R206-0270 deregulierten Gene, basierend auf den Standardfilterkriterien (s. Tab. 3-17). 
(1) Anzahl der in der Analyse verbleibenden Gene nach Ausschluss aller Gene, die in der jeweiligen Zelllinie auch durch R206-0402 in ähnlichem 
Ausmaß beeinflusst wurden wie durch R206-0270. 
(2) Anzahl der in der Analyse verbleibenden Gene nach Ausschluss aller Gene, die in NCI/ADR-RES-Zellen ebenfalls durch R206-0270 dereguliert 
wurden. 
(1)+(2) Anzahl der letztendlich in der Analyse verbleibenden Gene nach Durchführung der Filterschritte (1) und (2). 
 
Anhand dieser Übersicht wird deutlich, dass durch den Ausschluss der auch durch die Kontrollsubstanz 
deregulierten Gene (Filterung (1)) eine Vielzahl von Genen „verloren geht“, während die Filterung (2), bei 
der die auch in NCI/ADR-RES-Zellen veränderten Gene wegfallen, die Zahlen nicht wesentlich erniedrigt. 
Dies bedeutet vermutlich, dass die von R206-0270 in verschiedenen Zelllinien hervorgerufenen transkrip-
tionellen Effekte nur begrenzte Ähnlichkeit besitzen. Diese Annahme wird durch den aus den Zytostatika-
versuchen erhaltenen Befund unterstützt, dass dieselbe Substanz in verschiedenen Zellsystemen sehr un-
terschiedliche Wirkungen erzeugt, insbesondere wenn die Zellen im p53-Status nicht übereinstimmen. Die 
als Kontrolle verwendete Substanz R206-0402 hat trotz fehlender inhibitorischer Wirkung auf die p53-
MDM2-Interaktion viele Ähnlichkeiten zu R206-0270, vermutlich ruft ihr gemeinsames Grundgerüst also 
unspezifische Effekte hervor, die durch die oben beschriebene Filterung aus der endgültigen Auswertung 
entfernt werden konnten. 
 
Abb. 3-108: Übereinstimmung der Gene, die von R206-0270 in MCF-7- und HCT-116-Zellen dereguliert wurden. 
Die Daten wurden jeweils gemäß Tab. 3-18 gefiltert. Es ist die Summe aus induzierten und reprimierten Genen angegeben. 
 
Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 192 
Vergleicht man nun die so gefilterten Daten zwischen MCF-7- und HCT-116-Zellen, erhält man die in Abb. 
3-109 gezeigte Überlappung. Diese umfasst etwa zwei Drittel aller in HCT-116-Zellen deregulierten Gene, 
ist also als sehr ausgeprägt einzustufen. 
 
3.3.6 Vergleich der Genexpressionsdaten von MDM2-Inhibitor und -siRNAs 
3.3.6.1 Zahlenmäßige Betrachtung der RNAi- und Inhibitor-Daten aus den Affymetrix-
Experimenten 
Im nächsten Schritt wurde verglichen, inwieweit sich die durch den MDM2-Inhibitor und die MDM2-siRNAs 
M5 und M6 bewirkten transkriptionellen Änderungen innerhalb eines Zellsystems ähnelten. In Abb. 3-110 
sind Venn-Diagramme gezeigt, die die Übereinstimmungen zwischen der Schnittmenge aus M5 und M6 
und den von R206-0270 deregulierten Genen in MCF-7- bzw. HCT-116-Zellen darstellen. 
 
   
Abb. 3-110: Übereinstimmung der Gene, die von M5 und M6 einerseits und von R206-0270 andererseits dereguliert wurden. 
Die Daten für R206-0270 wurden gemäß Tab. 3-18 gefiltert. Es ist jeweils die Summe aus induzierten und reprimierten Genen angegeben. 
A: Vergleich in MCF-7-Zellen, B: Vergleich in HCT-116-Zellen. 
 
In beiden Zelllinien änderte sich mehr als die Hälfte der durch M5 und M6 modulierten Gene auch bei der 
Behandlung mit R206-0270. Der Inhibitor beeinflusste darüber hinaus noch eine Vielzahl weiterer Gene, 
was Anzeichen einer stärkeren p53-Aktivierung sein könnte, möglicherweise aber auch durch weitere un-
spezifische Effekte verursacht ist, die durch die durchgeführte Filterung nicht entfernt werden konnten. 
3.3.6.2 Funktionelle Analyse der von den MDM2-siRNAs und/oder dem MDM2-Inhibitor 
modulierten Gene 
Da sowohl das Silencing von MDM2 mittels RNAi als auch seine Hemmung durch den niedermolekularen 
Inhibitor R206-0270 die negative Autoregulationsschleife zwischen p53 und MDM2 durchbrechen und zu 
einer Erhöhung der p53-Aktivität führen sollten, war zu erwarten, dass sich unter den nach siRNA-
Transfektion bzw. Inhibitorbehandlung differenziell exprimierten Genen viele p53-Targets befinden würden, 
insbesondere in der Schnittmenge aus den verschiedenen Agenzien. Zudem war mit sekundären transkrip-
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tionellen Änderungen zu rechnen, die möglicherweise den beobachteten G1-Arrest und den Einfluss auf 
das Adhäsionsverhalten der Zellen widerspiegeln. 
3.3.6.2.1 Häufung von p53-Targets unter den durch MDM2-siRNAs und/oder den Inhibitor deregu-
lierten Genen 
In Tab. 6-8 (S. 295) sind die aus der Literatur als p53-transaktivierbar bekannten Gene aufgeführt, die 
durch M5, M6 und/oder R206-0270 signifikant induziert wurden, entweder in MCF-7- oder HCT-116-Zellen 
oder in beiden Zellmodellen. Es ist jeweils mit angegeben, wenn auch M8 das betreffende Gen induzierte. 
Tab. 6-9 (S. 297) listet in analoger Weise die p53-reprimierbaren Targets auf. 
 
Viele p53-Targets mit bekannten Funktionen in Wachstumsarrest, Seneszenz und Apoptose wurden durch 
die Inhibition von MDM2 transkriptionell aktiviert, u. a. die unter 3.2.8.1.1 und 3.2.8.4 schon ausführlich be-


























































































Abb. 3-111: Expression von p21 und FAS nach MDM2-Silencing bzw. -Inhibition in MCF-7- und HCT-116-Zellen. 
A: p21-Expression nach MDM2-siRNA-Transfektion (A1) und Inhibitorbehandlung (A2). 
B: FAS-Expression (gezeigt anhand des Probe Sets 204780_s_at) nach MDM2-siRNA-Transfektion (B1) und -Inhibitorbehandlung (B2). 
 
Beide Transkripte wurden zwar durch die Kontrollsubstanz hochreguliert, jedoch wesentlich weniger stark 
als durch den aktiven MDM2-Inhibitor. Da sowohl von p21 als auch von FAS bekannt ist, dass ihre Expres-
sion durch vielfältige Stressfaktoren sowohl p53-abhängig als auch -unabhängig aktiviert werden kann [13, 
38, 60, 62], überrascht es nicht, dass sie durch R206-0402 aufgrund seiner unspezifischen Effekte 
schwach induziert wurden. Bei beiden Transkripten fällt zudem auf, dass sie durch die siRNA M8 noch 
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stärker heraufreguliert wurden als durch M5 und M6. Dies dürfte aus der Kombination der spezifischen, 
MDM2-abhängigen p53-Aktivierung mit den unspezifischen Off-Target-Effekten von M8 resultieren. 
 
Ein weiteres p53-transaktivierbares Target, das durch MDM2-siRNAs und R206-0270 in beiden Zelllinien 
massiv induziert wurde, von der Kontrollsubstanz jedoch weitgehend unbeeinflusst blieb, ist α2-Actin (HU-
GO: ACTA2; Abb. 3-112A1 und A2). Die Expression dieses eigentlich typischerweise in glatten Muskelzel-
len exprimierten Zytoskelettproteins kann gemäß verschiedenen Publikationen durch p53 aktiviert werden 
[63, 77]. Außerdem wird berichtet, dass α2-Actin Wachstum und Motilität transformierter Zellen zu inhibie-
































































































Abb. 3-112: Expression von α2-Actin und Gelsolin nach MDM2-Silencing bzw. -Inhibition. 
A: α2-Actin-Expression nach MDM2-siRNA-Transfektion (A1) und Inhibitorbehandlung (A2). 
B: Gelsolin-Expression nach MDM2-siRNA-Transfektion (B1) und Inhibitorbehandlung (B2). 
 
Auch der Tumorsuppressor Gelsolin (HUGO: GSN) kann infolge einer p53-Aktivierung verstärkt exprimiert 
werden [77, 280] und wurde in MCF-7-Zellen sowohl durch die MDM2-siRNAs als auch den aktiven Inhibi-
tor in erheblichem Ausmaß induziert (Abb. 3-112B1 und B2). In HCT-116-Zellen hingegen war keinerlei 
Erhöhung der Signalwerte des entsprechenden Probe Sets zu beobachten, was die allgemeine Feststel-
lung unterstützt, dass p53 in unterschiedlichen Zellarten verschiedene Sätze von Targets aktiviert. 
Sowohl α2-Actin als auch Gelsolin wurden interessanterweise durch die MDM2-siRNA M8 nicht stärker in-
duziert als durch M5 und M6 und wurden auch durch die Kontrollsubstanz R206-0402 nicht merklich beein-
flusst. Ihre Expression reagiert somit nicht auf die unspezifischen Effekte dieser Agenzien. 
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Das MDM2-Transkript selbst, das im Fall der siRNAs ja herabreguliert war, wurde durch den MDM2-
Inhibitor in MCF-7-Zellen deutlich induziert, höchstwahrscheinlich in Folge der Aktivierung des p53-
























Abb. 3-113: Expression von MDM2 nach Behandlung von MCF-7- und HCT-116-Zellen mit R206-0270, RO206-0402 bzw. Kontrollmedium. 
 
Die p53-abhängig reprimierten Gene (Tab. 6-9) umfassen zahlreiche zellzyklusrelevante Effektoren, z. B. 
Cyclin B1, PLK1 und BUB1, die auch durch E2F transkriptionell reguliert werden. Der an der Mitose betei-
ligte antiapoptotische Effektor Survivin wurde ebenfalls durch MDM2-siRNAs und den Inhibitor herabregu-




















































































































































































Abb. 3-114: Expression von Cyclin B1, PLK1, BUB1 und Survivin nach MDM2-Silencing und -Inhibition in MCF-7- und HCT-116-Zellen. 
A: Expression von Cyclin B1 nach MDM2-siRNA-Transfektion (A1) und Inhibitorbehandlung (A2). B: Expression von PLK1 nach MDM2-siRNA-
Transfektion (B1) und Inhibitorbehandlung (B2). C: Expression von BUB1 nach MDM2-siRNA-Transfektion (C1) und Inhibitorbehandlung (C2). D: 
Expression von Survivin nach MDM2-siRNA-Transfektion (D1) und Inhibitorbehandlung (D2). 
 
Die Expressionshöhe aller gezeigten Gene wurde in HCT-116-Zellen sowohl durch R206-0270 als auch die 
MDM2-siRNAs weniger stark reduziert als in MCF-7-Zellen. Die siRNAs erfüllten hier teilweise nicht die 
Filterkriterien für signifikant deregulierte Gene. Bei mehreren Beispielen wurde die Expressionshöhe auch 
durch die Kontrollsubstanz leicht erniedrigt. Diese Repression korreliert mit der Tatsache, dass R206-0402 
laut Zellzyklusanalyse einen gewissen G1-Arrest in MCF-7- und HCT-116-Zellen erzeugte. 
 
Im Rahmen der Auswertung der Zytostatikaexperimente wurde vermutet, dass die Gene LGALS3 und 
FOXM1 p53-regulierbar sein könnten, da ihre Promotoren p53-Response-Elemente enthalten und sie nach 
Zytostatikaexposition induziert bzw. reprimiert waren (s. 3.2.8.1.3). Diese These kann durch die Daten aus 
der Behandlung mit MDM2-siRNAs und dem Inhibitor nur teilweise unterstützt werden (Abb. 3-115). 
LGALS3 wurde in MCF-7-Zellen zwar durch die MDM2-siRNAs, nicht aber den Inhibitor induziert; in HCT-
116-Zellen war es genau umgekehrt. Im Fall von FOXM1 bewirkten jedoch sowohl die siRNAs als auch der 
Inhibitor in beiden Zelllinien eine deutliche Reduktion der Expressionshöhe. 
 




























































































Abb. 3-115: Expression von LGALS3 und FOXM1 nach MDM2-Silencing und -Inhibition in MCF-7- und HCT-116-Zellen. 
A: Expression von LGALS3 nach MDM2-siRNA-Transfektion (A1) und Inhibitorbehandlung (A2). 
B: Expression von FOXM1 nach MDM2-siRNA-Transfektion (B1) und Inhibitorbehandlung (B2). 
 
3.3.6.2.2 Deregulation von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen 
In Korrelation mit dem beobachteten starken G1-Arrest riefen sowohl die MDM2-siRNAs als auch der akti-
ve Inhibitor Veränderungen der Expression von Genen hervor, die an Zellzyklusprogression, Wachstums-
regulation, zellulären Kontrollpunkten oder der DNA-Reparatur beteiligt sind. In Tab. 6-10 (S. 301) sind die 
differenziell exprimierten Gene dieser Kategorie zusammengestellt. 
 
Unter den induzierten Genen befinden sich hauptsächlich Wachstumsinhibitoren. Neben den bereits mehr-
fach beschriebenen zentralen p53-Effektoren p21 und GADD45A gehören dazu u. a. BTG2, die PI3K-Un-














































































































































Abb. 3-116: Expression von Wachstumsinhibitoren nach MDM2-Silencing und -Inhibition in MCF-7- und HCT-116-Zellen. 
A: Expression von BTG2 nach MDM2-siRNA-Transfektion (A1) und Inhibitorbehandlung (A2). B: Expression von PIK3R3 nach MDM2-siRNA-
Transfektion (B1) und Inhibitorbehandlung (B2) in MCF-7-Zellen. C: Expression von Cyclin G2 nach MDM2-siRNA-Transfektion (C1) und Inhibitor-
behandlung (C2). 
 
BTG2, auch bekannt als PC3 (pheochromocytoma cell 3), ist ein weiteres p53-Target [38, 77, 81] und 
hemmt die G1/S-Transition, indem es die Transkription der Cyclin D1- und E-Gene unterbindet und so die 
inaktivierende Phosphorylierung des RB-Proteins verhindert [281, 282]. Interessanterweise wurde Cyclin 
D1 allerdings durch die siRNA M5 in beiden Zelllinien induziert, dies könnte dadurch bedingt sein, dass 
auch Cyclin D1 p53-abhängig exprimiert werden kann [283, 284]. Sowohl nach Transfektion mit MDM2-
siRNAs als auch Behandlung mit R206-0270 war BTG2 heraufreguliert, nicht aber nach Behandlung mit 
der Kontrollsubstanz R206-0402. 
PIK3R3 wird auch als p55γ bezeichnet und ist eine regulatorische Untereinheit der Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K). PIK3R3 assoziiert mit dem RB-Protein und vermittelt in Form dieses Komplexes einen Ar-
rest in der G0/G1-Phase [285]. Der PI3K/AKT-Signalweg als Ganzes ist für die optimale Induktion von p21 
nach Stressaktivierung von p53 erforderlich [58]. In MCF-7-Zellen wurde PIK3R3 sowohl durch M5, M6 und 
M8 als auch den aktiven Inhibitor stark induziert, in den HCT-116-Proben hingegen waren sämtliche Signa-
le unterhalb der Detektionsschwelle (absent Call) und werden deshalb nicht gezeigt. 
Cyclin G1 wurde bei der Darstellung der Interaktionspartner des MDM2-Proteins bereits kurz charakteri-
siert (s. 3.1.8). Es ist ein wichtiger Regulator des p53-MDM2-ARF-Netzwerks und scheint die p53-Aktivie-
rung sowohl fördern als auch inhibieren zu können [2, 26, 27]. Die Expression von Cyclin G1 kann durch 
p53 transaktiviert werden und das Protein wird durch MDM2-abhängige Ubiquitinierung für den proteaso-
malen Abbau markiert [27, 284]. Seine Transkriptspiegel nahmen in MCF-7-Zellen nach siRNA-
Transfektion und noch deutlicher nach Behandlung mit dem aktiven Inhibitor zu, in HCT-116-Zellen war ei-
ne entsprechende Tendenz zu erkennen, die jedoch nicht die Filterkriterien für eine signifikante Induktion 
erfüllte. 
 
Wie aus Tab. 6-10 ersichtlich, führte die Blockade der MDM2-Funktion durch RNAi oder den niedermoleku-
laren Inhibitor zur Repression zahlreicher an DNA-Replikation, Mitose, zellulären Checkpoints und der 
DNA-Reparatur beteiligter Effektoren. Sehr viele von ihnen wurden auch durch die Zytostatikabehandlun-
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gen herabreguliert (s. 3.2.8.2). Informationen über wichtige Prozesse in der Zellzyklusprogression und der 
Antwort auf DNA-Schädigung, an denen die reprimierten Gene beteiligt sind, sind daher dem genannten 
Kapitel zu entnehmen, ebenso wie die Beschreibung ihrer transkriptionellen Regulation durch p53 und Fak-
toren der E2F-Familie. 
Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass ein recht großer Anteil dieser Zellzyklusgene nur durch den MDM2-
Inhibitor und die siRNA M8 herabreguliert wurde, nicht jedoch durch M5 oder M6. Dies könnte einerseits 
bedeuten, dass ihre Repression die Folge völlig unspezifischer bzw. toxischer Nebeneffekte von M8 und 
R206-0270 ist, könnte andererseits aber auch auf einer stärkeren Aktivierung des p53-Systems durch die-
se Agenzien im Vergleich zu M5 und M6 beruhen. 
 
In Abb. 3-117 sind mehrere in Zellzyklusprogression oder DNA-Damage-Response involvierte Gene ge-
zeigt, deren Expression zumindest in MCF-7-Zellen durch die weitgehend spezifisch wirkenden siRNAs M5 














































































































































































































































































Abb. 3-117: Expression von Genen, die Effektoren der Zellzyklusprogression oder DNA-Damage-Response kodieren, nach MDM2-
Silencing und -Inhibition in MCF-7- und HCT-116-Zellen. 
A: Expression von CDT1 nach MDM2-siRNA-Transfektion (A1) und Inhibitorbehandlung (A2). B: Expression von MCM4 nach MDM2-siRNA-
Transfektion (B1) und Inhibitorbehandlung (B2). C: Expression von CDC20 nach MDM2-siRNA-Transfektion (C1) und Inhibitorbehandlung (C2). D: 
Expression von MKLP2 nach MDM2-siRNA-Transfektion (D1) und Inhibitorbehandlung (D2). E: Expression von HCAP-G nach MDM2-siRNA-
Transfektion (E1) und Inhibitorbehandlung (E2). F: Expression von WEE1 nach MDM2-siRNA-Transfektion (F1) und Inhibitorbehandlung (F2). 
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CDT1 und MCM4, deren Signalhöhen in Abb. 3-117A und B gezeigt werden, sind Bestandteile des 
präreplikativen Komplexes (pre-RC) und am Licensing von Replikationsursprüngen auf der DNA beteiligt, 
wie unter 3.2.8.2.2 bereits beschrieben. CDC20 (Abb. 3-117C) ist Bindepartner des APC-Proteinkomplexes 
und stimuliert dessen E3-Ligase-Aktivität. Durch APC/CDC20-vermittelte Ubiquitinierung kommt es zum 
Abbau von Securin und infolgedessen kann die Zelle in die Anaphase eintreten. CDC20 ist ein wichtiger 
Angriffspunkt des Spindelcheckpoints (s. 3.2.8.2.3.1). Das Motorprotein MKLP2 (mitotic kinesin-like 
protein 2), welches gemäß HUGO-Nomenklatur als KIFC1 bezeichnet wird, wurde ebenfalls durch MDM2-
siRNAs und R206-0270 auf Transkriptebene herabreguliert (Abb. 3-117D). Es ist an Chromosomensegre-
gation und Zytokinese beteiligt und rekrutiert die mitotischen Kinasen Aurora B und PLK1, deren Expres-
sion ebenfalls signifikant erniedrigt wurde, zum Spindelapparat. Zudem wird es durch PLK1 phosphoryliert 
[286, 287]. Das ebenfalls reprimierte HCAP-G (Abb. 3-117E) gehört zur Familie der SMC-Proteine 
(structural maintenance of chromosomes). Als Bestandteil des Condensin-Komplexes ist es essenziell für 
die Kondensation der Chromosomen und spielt auch bei der Segregation der Schwesterchromatiden eine 
Rolle [288]. Weitere Komponenten des Condensin-Komplexes, wie HCAP-C (HUGO: SMC4L1, smc4 
structural maintenance of chromosomes 4-like 1), HCAP-D2 (HUGO: CNAP1, chromosome condensation-
related smc-associated protein 1), HCAP-E (HUGO: SMC2L1, smc2 structural maintenance of chromo-
somes 2-like 1), HCAP-H (HUGO: BRRN1, barren homolog) und das Kinesin KIF4A [289-291] wurden 
ebenfalls durch MDM2-siRNAs und -Inhibitor in MCF-7- und/oder HCT-116-Zellen reprimiert. WEE1 (Abb. 
3-117F) ist eine am G2-Checkpoint beteiligte Kinase, die den CDC2/Cyclin B-Komplex durch Phospho-
rylierung inhibiert [292]. Die Expression von WEE1 kann durch aktiviertes p53-Protein reprimiert werden, 
gleiches gilt für CDC20 und HCAP-G [16]. Zudem finden sich für alle in Abb. 3-117 dargestellten Zell-
zyklusgene mit Ausnahme von HCAP-G experimentelle Daten, die belegen, dass ihre Expression durch 
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie reguliert werden kann [65, 124]. 
3.3.6.2.3 Differenzielle Expression von Adhäsions- und Zytoskelettgenen 
Nach Silencing von MDM2 waren sowohl in MCF-7- als auch HCT-116-Zellen Veränderungen des Adhä-
sionsverhaltens beobachtet worden. Diese waren in MCF-7-Zellen besondert ausgeprägt und äußerten 
sich in der Bildung langgezogener Zellfortsätze und der Vereinzelung der Zellen. In geringerem Ausmaß 
waren diese Effekte auch mit dem MDM2-Inhibitor R206-0270 festzustellen. Infolge dieser Befunde lag das 
Augenmerk bei der Evaluierung der nach MDM2-Interferenz bzw. -Inhibition differenziell exprimierten Gene 
auch auf deren möglicher Bedeutung in der Adhäsion und der Reorganisation des Zytoskeletts. In der Tat 
fanden sich speziell bei MDM2-siRNA-transfizierten MCF-7-Zellen, die die größten phänotypischen Verän-
derungen zeigten, eine ganze Reihe deregulierter Gene mit derartigen Funktionen. Durch den Inhibitor 
wurden verhältnismäßig wenige adhäsionsmodulierende Effektoren beeinflusst, gleiches galt in HCT-116-
Zellen sowohl für den Inhibitor als auch die siRNAs. In Tab. 6-11 (S. 310) sind sämtliche Gene gezeigt, die 
in mindestens einer der beiden Zelllinien durch M5, M6 und/oder R206-0270 dereguliert wurden und denen 
eine Funktion in Zusammenhang mit Adhäsionsprozessen oder dem Zytoskelett zugeschrieben wird. 
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Die Interpretation dieser Ergebnisse wird durch die Tatsache erschwert, dass eine ganze Reihe der in der 
Tabelle enthaltenen Gene nicht nur die Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Adhäsion bzw. das Actinzytoskelett be-
einflussen können, sondern noch an anderen physiologischen Prozessen beteiligt sind, z. B. an der Im-
munantwort (LGALS3, CXCL12, IFITM1) oder der Regulation der Apoptose (CSE1L, CSPG2, MUC1, 
GDF15 u. a.). 
Beispielhaft sind in Abb. 3-118 die Expressionshöhen einiger Gene dargestellt, die eine wichtige Rolle in 


















































































































































Abb. 3-118: Expression von Genen, die Adhäsionsproteine oder Regulatoren des Zytoskeletts kodieren, nach MDM2-Silencing 
und -Inhibition in MCF-7- und HCT-116-Zellen. 
A: Expression von ALCAM nach MDM2-siRNA-Transfektion (A1) und Inhibitorbehandlung (A2). B: Expression von 14-3-3ζ nach MDM2-siRNA-
Transfektion (B1) und Inhibitorbehandlung (B2). C: Expression von SSX2IP nach MDM2-siRNA-Transfektion (C1) und Inhibitorbehandlung (C2). 
 
Das Zelladhäsionsmolekül ALCAM wurde in MCF-7-Zellen sowohl durch MDM2-siRNAs als auch den Inhi-
bitor induziert, in HCT-116-Zellen blieb seine Expression aber weitgehend unverändert (Abb. 3-118A). Je 
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nach Studie und zellulärem Kontext wurden dem zugehörigen Protein invasionsfördernde oder -hemmende 
Eigenschaften zugeschrieben: Es wird dabei sowohl über positive als auch negative Korrelationen zwi-
schen ALCAM-Expressionhöhe und Tumorgrad berichtet [293-296]. 
Das 14-3-3ζ-Protein (HUGO: YWHAZ) beeinflusst die Adhäsion, u. a. indem es mit der in fokalen Adhä-
sionskomplexen lokalisierten Kinase p130CAS interagiert und den Integrin-Signalweg moduliert [297]. 
Auch durch seine Assoziation mit der Metalloproteinase ADAM22 verändert es die adhäsiven Eigenschaf-
ten und die Motilität der Zelle [298]. Darüber hinaus nimmt es Einfluss auf den MAPK- und Wnt-Signalweg 
[297, 299]. Seine Expression wurde in MCF-7-Zellen durch alle MDM2-siRNAs und den Inhibitor induziert, 
in HCT-116-Zellen nur durch siRNA M6 (Abb. 3-118B). 
Das Protein SSX2IP (synovial sarcoma, x breakpoint 2 interacting protein) ist vermutlich an der Ausbildung 
des Zytoskeletts beteiligt und assoziiert im Bereich von Zell-Zell-Verbindungsstellen mit Adhäsionsmolekü-
len der Cadherin- und Nectin-Familie [300, 301]. In HCT-116-Zellen wurde es durch alle drei siRNAs re-
primiert, in MCF-7-Zellen nur durch M6 (Abb. 3-118C). Der Inhibitor reduzierte die Signalhöhe zwar ten-
denziell, jedoch nicht stark genug, um die Filterkriterien zu erfüllen. 
3.3.6.2.4 Weitere durch M5 und M6 deregulierte Gene 
Die Gene, die sowohl durch M5 und M6 dereguliert wurden, stehen mit hoher Wahrscheinlichkeit im Zu-
sammenhang mit dem Silencing von MDM2 und den daraus resultierenden p53-abhängigen oder mögli-
cherweise auch -unabhängigen Effekten und sind deshalb besonders interessant. Ein erheblicher Teil die-
ser Gene konnte den bereits untersuchten Kategorien zugeordnet werden. In Abb. 3-119 ist gezeigt, wie 
viele Gene aus der Schnittmenge von M5 und M6 in MCF-7- bzw. HCT-116-Zellen jeweils als p53-Target, 
als Zellzyklusgen und als adhäsionsrelevantes Gen eingestuft wurden. 
 
Abb. 3-119: Schnittmenge aus den durch die siRNAs M5 und M6 deregulierten Genen (vgl. Abb. 3-99A und Abb. 3-103) und funktionelle 
Zuordnung der darin enthaltenen Gene zu den Kategorien p53-Targets, Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Gene und Adhäsions-
gene. 
Es sind Mehrfachnennungen möglich, d. h. ein Gen kann in zwei oder drei Kategorien enthalten sein. 
A: Daten aus MCF-7-Zellen, B: Daten aus HCT-116-Zellen. 
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Aus dieser Darstellung lässt sich ablesen, dass viele der sowohl von M5 als auch M6 deregulierten Gene 
p53-Targets sind bzw. eine Rolle im Zellzyklus oder der Antwort auf DNA-Schäden spielen. Zu berücksich-
tigen ist, dass eine Reihe von Genen beiden Kategorien zugeordnet wurde. So sind von den 6 in MCF-7-
Zellen induzierten Zellzyklus- bzw. DNA-Damage-Response-Genen 4 auch als p53-transaktivierbar be-
schrieben und von den 22 herabregulierten Genen dieser Kategorie können laut Literatur 7 durch p53 re-
primiert werden. 
In Tab. 6-12 (S. 312) und Tab. 6-13 (S. 315) sind diejenigen Gene der M5/M6-Schnittmengen in MCF-7- 
bzw. HCT-116-Zellen angegeben, die keiner der drei bisherigen Kategorien angehören. 
 
Die biologischen Funktionen dieser restlichen Gene sind sehr heterogen bzw. in vielen Fällen noch nicht 
bekannt. Man kann allerdings mutmaßen, dass einige von ihnen an p53-abhängigen Prozessen beteiligt 
sein könnten. Zumindest ein Teil von ihnen wird auch durch den MDM2-Inhibitor dereguliert, was die 
Wahrscheinlichkeit erhöht, dass die betreffenden Gene einer p53-Regulation unterliegen. Nur ein einziges 
Gen findet sich sowohl in Tab. 6-12 (MCF-7-Proben) als auch Tab. 6-13 (HCT-116-Proben), und zwar 
KIAA0286, dessen physiologische Aufgabe unbekannt ist. 
3.3.6.2.5 Vergleich der durch MDM2-Silencing und -Inhibition hervorgerufenen differenziellen Gen-
expression mit den Effekten von Zytostatika 
Aus der Zusammenschau der unter 3.2 beschriebenen Zytostatikabehandlungen und ihrer Auswirkungen 
auf die Genexpression mit den aus MDM2-RNAi und -Inhibition erhaltenen Daten wird offensichtlich, dass 
große Gemeinsamkeiten zwischen den Effekten dieser antitumoralen Strategien bestehen. 
 
 
Abb. 3-120: Gemeinsamkeiten der Zytostatika-Daten und der MDM2-siRNA- bzw. Inhibitor-Daten hinsichtlich der Deregulation von p53-
Targetgenen und Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen in MCF-7-Zellen. 
Es ist jeweils die Summe aus induzierten und reprimierten Genen angegeben. 
A: Übereinstimmung zwischen den von der Mehrzahl der Zytostatika deregulierten („gemeinsamen”) p53-Targetgenen und Genen derselben Kate-
gorie, die von M5, M6 und/oder dem Inhibitor R206-0270 moduliert wurden. 
B: Übereinstimmung zwischen den von der Mehrzahl der Zytostatika deregulierten („gemeinsamen“) Genen, die Zellzykluseffektoren oder Proteine 
der DNA-Damage-Response kodieren, und Genen derselben Kategorie, die von M5, M6 und/oder dem Inhibitor R206-0270 moduliert wurden. 
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Am aufschlussreichsten ist der Vergleich innerhalb der Zelllinie MCF-7, da sie sowohl für Zytostatika- als 
auch MDM2-Experimente zum Einsatz kam. Vergleicht man nun die in den verschiedenen Ansätzen be-
obachteten Veränderungen in diesem Zellmodell, so stellt man fest, dass die durch MDM2-siRNAs 
und/oder den spezifischen Inhibitor beeinflussten Gene im Großen und Ganzen eine Teilmenge der durch 
Zytostatika modulierten Gene bilden. Die Übereinstimmungen erstrecken sich vornehmlich auf die Induk-
tion und Repression von p53-Targets sowie die Deregulation von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-
Genen. 
In Abb. 3-120 ist in Form von Venn-Diagrammen dargestellt, wie viele Gene dieser beiden Kategorien 
jeweils einerseits zu den „gemeinsamen“ durch Zytostatika modulierten Genen gehörten und andererseits 
durch M5, M6 und/oder R206-0270 in gleicher Weise beeinflusst wurden. Wie die Größe der Über-
lappungen zeigt, waren die Effekte von Zytostatika und MDM2-siRNAs bzw. spezifischem Inhibitor auf die 
Expression von p53-Targets und zellzyklusrelevanten Genen extrem ähnlich. Für die wenigen nicht in den 
Schnittmengen liegenden Gene galt häufig, dass sie in der jeweils anderen Behandlungsgruppe die Filter-
kriterien nur knapp nicht erfüllten. So wurde beispielsweise das p53-induzierbare Target ALDH4A1 
(aldehyde dehydrogenase 4 family, member a1) einerseits durch die siRNAs M5 und M8 hochreguliert, an-
dererseits auch durch Zytostatika induziert, jedoch nur durch drei von ihnen (Adriamycin, Camptothecin 
und Cisplatin), weshalb es nicht zu den „gemeinsamen“ Genen zählte. 
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4.1 Folgerungen aus der differenziellen Expression nach Zytostatika-
behandlung 
Die Analyse der Effekte von Zytostatika auf das Transkriptom verschiedener Zellmodelle zeigte zum einen 
große Übereinstimmungen der Substanzen untereinander auf, zum anderen konnte eine erhebliche Ab-
hängigkeit von der Zellart und ihrem p53-Status festgestellt werden. 
Die Tatsache, dass die Zytostatika trotz ihrer unterschiedlichen Mechanismen ähnliche Wirkungen auf die 
Genexpression eines definierten Zellsystems ausüben, ist auf den ersten Blick möglicherweise überra-
schend. Vergegenwärtigt man sich jedoch, dass sämtliche untersuchte Substanzen direkt oder indirekt zu 
Schäden am Genom führen, auf die die Zelle durch die Aktivierung geeigneter Signalkaskaden zu reagie-
ren versucht, kann man nachvollziehen, warum sie einen beträchtlichen Satz von Transkripten gleichartig 
induzieren oder reprimieren. Selbst das Zytostatikum Taxol, das primär nicht an der DNA selbst oder an 
Enzymen, die mit Nukleinsäuren interagieren, angreift, kann durch die Störung der Spindelfunktion und die 
daraus resultierende aberrante Mitose zu DNA-Schäden führen [1] und übt darüber hinaus vermutlich noch 
weitere tubulinunabhängige proapoptotische Effekte aus (s. 3.2.3.6). 
4.1.1 Beurteilung der substanzspezifischen und -übergreifenden Effekte 
Insgesamt betrachtet stimmten die verwendeten Zytostatika in ihren Wirkungen auf die globale Gen-
expression zwar auffallend überein, dennoch konnten mit Taxol zumindest in HT-29-Zellen gewisse sub-
stanzspezifische Änderungen auf Expressionsebene festgestellt werden und 5-FU rief sogar in mehreren 
Zellmodellen ein eigenständiges Muster hervor. Zudem ließen 5-FU und Taxol in vielen Fällen die von den 
anderen vier Substanzen modulierten Gene unbeeinflusst, obwohl sie in der äquieffektiven wachstums-
hemmenden Konzentration eingesetzt worden waren. Dies deutet darauf hin, dass diese beiden Agenzien 
etwas subtiler in zelluläre Signalwege eingreifen. 
Keines der übrigen Zytostatika (Adriamycin, Cisplatin, Camptothecin und Etoposid) rief in einem der unter-
suchten Zellmodelle substanzspezifische Wirkungen hervor und insgesamt betrachtet waren ihre Effekte 
sehr ähnlich. Sie alle haben einen Wirkmechanismus, mit dem sie die Struktur der DNA ganz unmittelbar 
und massiv stören. 5-FU führt zwar ebenfalls zu Schäden an der DNA, und auch Taxol kann, wie bereits 
erläutert, die Integrität des Genoms beeinträchtigen, doch offenbar werden dadurch zumindest in manchen 
Zelltypen andere Signale aktiviert als bei den Topoisomerasehemmern bzw. Cisplatin. 
 
In HT-29-Zellen hob sich 5-FU in mehrfacher Hinsicht von den restlichen Zytostatika ab. Zum einen war es 
als einzige Substanz in der Lage, bereits nach 24 h die Genexpression dieser Zelllinie signifikant zu verän-
dern. Zum anderen ließ es viele Gene unbeeinflusst, die nach 72 h durch die anderen Wirkstoffe, insbe-
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sondere Adriamycin, Cisplatin, Camptothecin und Etoposid, dereguliert wurden, und modulierte stattdes-
sen die Expression eines anderen Gensatzes. Vergegenwärtigt man sich, dass 5-FU in Kombination mit 
Leucovorin die Standardtherapie kolorektaler Karzinome darstellt und dass HT-29-Zellen von diesem Tu-
mortyp abgeleitet sind, gewinnen die Beobachtungen eine erhöhte Relevanz. Möglicherweise üben einige 
der 5-FU-spezifisch modulierten Gene eine wachstumshemmende oder proapoptotische Wirkung auf 
Darmtumorzellen aus, die sich mit anderen Therapeutika nicht erreichen lässt.  
 
Ein zelllinienübergreifender, für eine einzelne Substanz charakteristischer „Fingerprint“ war jedoch nicht 
einmal in Ansätzen zu erkennen. Diejenigen Gene, die von einem bestimmten Zytostatikum in mehreren 
Zellmodellen dereguliert wurden, wurden in den meisten Fällen auch durch die anderen Zytostatika in glei-
cher Weise beeinflusst und stellen somit eine Art genotoxische Signatur dar. Besonders prominent war 
diese in Zellen mit Wildtyp-p53-Protein. 
Die Publikationen, die in vitro oder in vivo die differenzielle Genexpression nach Behandlung mit einzelnen 
antitumoralen Agenzien untersucht haben und daraufhin ein substanzspezifisches Expressionsmuster pos-
tuliert haben, müssen entsprechend kritisch beurteilt werden, da in den meisten Fällen ein Vergleich mit 
anderen Substanzen fehlt [2-10]. So wurde beispielweise von Wang et al. die Genexpression der Osteo-
sarkomzelllinie U2-OS nach Etoposidbehandlung durch Analyse auf Affymetrix-Chips analysiert und die 
gefundenen Gene wurden als Etoposid-responsiv eingestuft [3]. Dies ist zwar prinzipiell korrekt, sollte aber 
nicht zu dem Trugschluss führen, dass die identifizierten Gene auch für Etoposid charakteristisch sind und 
durch andere gängige Zytostatika nicht beeinflusst werden. In der Tat wurden von Wang et al. eine Reihe 
von Genen als dereguliert gefunden, die in der vorliegenden Arbeit zu den „gemeinsamen“ zytostatikaregu-
lierten Genen zählten, u. a. wurden p21, Glutathionperoxidase (GPX1) und TGFβ-Rezeptor 2 (TGFBR2) 
induziert, die alle als p53-transaktivierbar beschrieben sind. Da U2-OS-Zellen ein Wildtyp-p53-Protein be-
sitzen, ist dieser Befund nicht verwunderlich. 
 
Auch die Vorstellung, man könne von einem erhaltenen Genexpressionsmuster Rückschlüsse auf den pri-
mären Angriffspunkt des verwendeten Agens ziehen, ist als problematisch einzuschätzen. Unter den im 
Ergebnisteil erläuterten Beispielen 5-FU- bzw. Taxol-spezifisch deregulierter Gene befanden sich ebenso-
wenig wie unter den restlichen Genen erkennbare Zusammenhänge mit der Substanzeigenschaft als Anti-
metabolit bzw. Mitosehemmstoff. Allenfalls könnte die Induktion einiger an zellulären Kontrollpunkten betei-
ligter Gene durch 5-FU in MDA-MB-231-Zellen ein Hinweis darauf sein, dass die Hemmung der Thymidy-
latsynthase und die Inkorporation falscher Nukleotide in die DNA eine Aktivierung von Damage-Response-
Genen auslösen. Dies steht jedoch im Widerspruch zu der ebenfalls beobachteten Repression der zentra-
len Checkpointkinase ATR. Zudem konnte eine 5-FU-vermittelte Induktion von Genen, die Checkpointpro-
teine kodieren, in keiner der anderen Zelllinien festgestellt werden. 
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In Anbetracht der insgesamt großen Ähnlichkeit der verwendeten Zytostatika ist es prinzipiell erstaunlich, 
warum bei der Anwendung am Menschen i. d. R. Zytostatikakombinationen zum Einsatz kommen. Es ist 
hierbei sicherlich von Vorteil, dass die Dosis der Einzelsubstanzen im Vergleich zur Monotherapie sinkt 
und dadurch substanzspezifische Nebenwirkungen verringert werden können. Zudem mögen zwar die 
DNA-Schäden, die ein Topoisomerasehemmstoff verursacht, zur Aktivierung der gleichen Signalkaskaden 
führen wie die durch ein Alkylans hervorgerufenen Läsionen, doch wenn sie parallel auftreten, ist die Zelle 
vermutlich weniger gut in der Lage, sie zu beheben. So ist z. B. für Tumoren mit Wildtyp-p53-Protein denk-
bar, dass es bei der Kombination verschiedener toxischer Angriffe auf die Zelle zu mehr oder anderen 
posttranslationalen Modifikationen des p53-Proteins durch verschiedene Enzyme der Checkpointmaschi-
nerie kommt, p53 dadurch stärker aktiviert wird und zusätzliche oder andere Targets auf Transkriptions-
ebene moduliert. Somit könnte sich die Balance zwischen den verschiedenen p53-induzierten Antwortmög-
lichkeiten vom Wachstumsarrest mehr in Richtung Zelltod verschieben. Weitere synergistische Wirkungen 
von Zytostatika spielen sich möglicherweise auf Proteinebene ab und können deshalb mit einem DNA-
Microarray nicht erfasst werden. 
 
Zudem wirft die hier beobachtete Ähnlichkeit der Zytostatikawirkungen die Frage auf, warum sich die The-
rapieempfehlungen für verschiedene Tumortypen relativ stark unterscheiden. Die beim klinischen Vergleich 
verschiedener Therapieregimes festgestellten Unterschiede in Tumorregression, Überlebenszeit des Pa-
tienten usw. machen deutlich, dass die Substanzen nicht austauschbar sind. 
Zu einem gewissen Teil beruht dies sicherlich auf unterschiedlichen pharmakokinetischen Parametern, die 
dazu führen, dass einzelne Wirkstoffe besser in bestimmte Gewebe aufgenommen werden können als an-
dere oder dass manche Tumortypen aufgrund ihrer Enzymausstattung oder Expression von Transportpro-
teinen leichter eine Resistenz gegen die jeweilige Substanz entwickeln oder schon a priori resistent sind. 
Zudem muss man sich bewusst machen, dass Standardregimes empirisch entstehen und nicht unbedingt 
jede Substanz in jeder Tumorart auf optimale Dosis, Applikationsform, -intervall etc. getestet wurde. Da-
rüber hinaus wurde ja in der vorliegenden Arbeit durchaus festgestellt, dass gewisse Wirkstoffe substanz-
spezifische Effekte auf Tumorzellen ausüben, und dies dürfte auch in vivo der Fall sein. Und schließlich 
besitzen die verschiedenen Zytostatika möglicherweise unterschiedliche Wirkungen auf Nichttumorzellen, 
die den Therapieerfolg mit beeinflussen, insbesondere auf Immunzellen und Tumorstromazellen. Derartige 
Effekte konnten im Zellkulturmodell nicht erfasst werden. 
4.1.2 p53-abhängige differenzielle Genexpression nach Zytostatikabehandlung 
Der Einfluss des zellulären Hintergrunds auf die Effekte der Zytostatika erwies sich als enorm. Von ent-
scheidender Bedeutung war es, ob die behandelte Zelle über ein funktionelles p53-Protein verfügte. Da-
raus lässt sich folgern, dass der Tumorsuppressor p53 der ihm zugeschriebenen Rolle als zentraler Ver-
mittler der Antwort auf genotoxischen Stress in den untersuchten Zellmodellen voll gerecht wird. Die Aus-
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wirkungen seiner Aktivierung scheinen die Individualität der Wildtyp-Zellen in gewissem Ausmaß zu über-
decken, denn sie zeigten ausgeprägte Übereinstimmungen in den zytostatikaabhängig deregulierten Ge-
nen, beim Fehlen von funktionellem p53 wurden jedoch große zelllinienspezifische Unterschiede offenbar. 
 
Dennoch variierten auch die Zellen mit Wildtyp-p53-Protein durchaus in ihrer Antwort auf Zytostatika. Ins-
besondere die nicht-transformierten HMECs reagierten verzögert auf die Substanzexposition und zeigten 
nach 72 h ein insgesamt verringertes Ausmaß an Veränderungen, gerade auch der p53-abhängigen Ex-
pression. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Western Blots, die – mit Ausnahme von Cisplatin – keine 
prominente Änderung in p53-Menge und Phosphorylierung detektieren ließen. 
Für die Abweichung der HMECs von den beiden anderen Zellmodellen mit Wildtyp-p53 sind verschiedene 
Ursachen denkbar: Zunächst einmal waren sie mit den für MCF-7-Zellen geltenden inhibitorischen Kon-
zentrationen behandelt worden und es ist anzunehmen, dass sie in ihrer Sensitivität von diesen abweichen. 
Zudem scheint die Abstufung in der Sensitivität gegenüber den verschiedenen Zytostatika nicht mit der in 
MCF-7-Zellen übereinzustimmen, weshalb insbesondere Cisplatin, aber auch Adriamycin und 5-FU in vie-
len Fällen Gene stärker deregulierten als die restlichen Zytostatika. Insofern war die für einen optimalen 
Vergleich notwendige Voraussetzung, dass alle Substanzen mit äquieffektiver Dosis eingesetzt wurden, im 
HMEC-System wahrscheinlich nicht erfüllt. 
Die generell geringere Empfindlichkeit von HMECs gegenüber Zytostatika hängt vermutlich einerseits da-
mit zusammen, dass sie als nicht-transformierte Zellen grundsätzlich besser in der Lage sind, DNA-
Schäden zu beheben, während Tumorzellen intrinsische Defekte in Checkpoint- und Reparaturmechanis-
men besitzen [11]. Andererseits werden HMECs in einem speziellen Medium kultiviert, das zahlreiche Ad-
ditiva wie z. B. Wachstumsfaktoren und Hormone enthält und die Zellen vor toxischen Angriffen schützen 
bzw. ihnen eine bessere Regeneration ermöglichen und sie zur Proliferation stimulieren könnte. Gegen 
diese Vermutung spricht allerdings, dass gerade die mit der Zellzyklusprogression zusammenhängenden 
Gene, die typischerweise einer Regulation durch p53 und/oder E2F unterliegen, auch in HMEC-Zellen 
nach 72 h Behandlung reprimiert waren. Folglich fand trotz der Stimulation durch Wachstumsfaktoren ein 
Proliferationsarrest statt. Zum anderen wurde beobachtet, dass der Ausgangsspiegel des p53-Targets p21 
im Vergleich zu den Tumorzellen bereits sehr hoch war und dass zum 72 h-Zeitpunkt auch in unbehandel-
ten Zellen eine schwache Phosphorylierung von p53 an Serin-15 vorlag. Dies deutet darauf hin, dass die 
Zellen schon im Grundzustand unter Stress stehen und deshalb die Induktion der p53-abhängigen Antwort 
geringer ausfällt. Da die HMECs keine immortalisierte Zelllinie darstellen, die sich im Verlauf vieler Tei-
lungszyklen an die Wachstumsbedingungen in Kultur anpassen konnte, sondern aus Primärgewebe stam-
men und nur wenige Passagen durchlaufen haben, kommen sie möglicherweise mit den Kulturbedingun-
gen nicht optimal zurecht und aktivieren Signalwege der Stressantwort. Die Tatsache, dass sie ein speziell 




Wie bereits angesprochen, stimmen die Tumorzelllinien mit Wildtyp-p53-Protein in ihrer differenziellen 
Genexpression nach Zytostatikaexposition nur partiell überein. Diese Beobachtung bestätigt den Eindruck, 
den man aus der wissenschaftlichen Literatur hinsichtlich der Heterogenität p53-abhängiger transkriptionel-
ler Effekte erhält. Es wurde bereits erläutert, dass die Aktivierung unterschiedlicher p53-Targets in ver-
schiedenen Zellsystemen auf dem Vorhandensein p53-modifizierender Enzyme, Kofaktoren u. ä. beruhen 
könnte und auch ein variierendes Muster aktiver Chromatinregionen dafür verantwortlich sein könnte 
(s. 3.1.4). Die zwischen den Zellmodellen abweichende Kinetik spielt vermutlich ebenfalls eine Rolle, denn 
in A549-Zellen waren viele p53-Targets bereits nach 24 h deutlich dereguliert, während in MCF-7-Zellen 
eine ganze Reihe von ihnen, insbesondere die p53-reprimierbaren Gene, erst nach 72 h signifikant verän-
dert waren. Möglicherweise könnte man also manche der in A549-Zellen modulierten Gene zu einem spä-
teren Zeitpunkt auch in MCF-7-Zellen identifizieren. 
Beim Vergleich der durch Zytostatika induzierten p53-abhängigen Gene zwischen den Zelllinien A549 und 
MCF-7 fiel zudem auf, dass in A549-Zellen eine größere Zahl proapoptotischer p53-Targets stimuliert wur-
de. Während in MCF-7-Zellen in Form der Induktion von FAS und DR5 offenbar hauptsächlich der extrinsi-
sche Weg der Apoptose aktiviert wurde, waren in A549-Zellen auch mehrere Effektoren der intrinsischen 
mitochondrialen Signalkaskade hochreguliert, nämlich BAX, NOXA und PUMA. Dies könnte einerseits be-
deuten, dass A549- im Vergleich zu MCF-7-Zellen nach Zytostatikabehandlung verstärkt in Apoptose ge-
hen, was sich allerdings zumindest nach 72 h noch nicht durch morphologische Veränderungen belegen 
lässt. Andererseits ist denkbar, dass p53 in MCF-7-Zellen ausschließlich die durch Death receptors vermit-
telte Apoptose in Gang setzt oder dass der intrinsische Weg hier erst verzögert oder nach stärkerer p53-
Aktivierung stimuliert wird. 
Die Beobachtung, dass ein Teil der als p53-reprimierbar beschriebenen Gene im Vergleich zu den p53-
induzierbaren Targets verspätet reagiert, lässt vermuten, dass ihre Herabregulation ein sekundärer Effekt 
der p53-Aktivierung ist. Nur für eine Untermenge der in der Literatur beschriebenen p53-Targets wurde 
nachgewiesen, dass ihre Transkription unmittelbar durch p53 moduliert wird. Insbesondere bei den p53-
reprimierten Genen gibt es relativ wenige Studien, die eine direkte Interaktion von p53 mit regulatorischen 
Gensequenzen oder konkurrierenden Transkriptionsfaktoren zeigen (z. B. für BCL2 [12]), deshalb dürften 
unter den Genen, für die solche Befunde nicht vorliegen, viele sekundäre p53-Targets sein. Ein beträchtli-
cher Teil der in den vorliegenden Daten herabregulierten potenziellen p53-Targets ist auch als E2F-
abhängig charakterisiert worden. Es ist deshalb anzunehmen, dass ihre Expression indirekt infolge des 
p53-vermittelten Wachstumsarrests und der damit zusammenhängenden Inaktivierung bzw. fehlenden Ak-
tivierung stimulatorischer E2F-Komplexe abnimmt. Auch in einer Publikation, die auf Untersuchungen zur 
differenziellen Genexpression nach adenoviraler Expression von p53 beruht, wurde beschrieben, dass die 
reprimierten Gene im Vergleich zu den induzierten verzögert reagierten [13]. 
 
Diskussion 219 
Die Vielzahl potenzieller p53-Targets im vorliegenden Datensatz spricht eindeutig für eine starke Aktivie-
rung der p53-abhängigen Stressantwort in A549- und MCF-7-Zellen, auch wenn manche der gefundenen 
Gene möglicherweise sekundäre p53-Targets sind. 
Gerade bei den induzierten Genen kann zudem häufig aus Promotorbindungsstudien und/oder dem Vor-
liegen eines p53-Response-Elements gefolgert werden, dass sie mit hoher Wahrscheinlichkeit primäre 
p53-Targets sind. Bei der Interpretation von Daten zu p53-Response-Elementen ist zudem zu bedenken, 
dass z. B. durch die von Wang et al. zugrunde gelegten Parameter nicht jedes bereits beschriebene p53-
Target gefunden wird. So liegt das p53-Response-Element eines der bekanntesten und funktionell wich-
tigsten p53-aktivierbaren Gene, nämlich p21, zu weit vom ATG-Start entfernt (> 1000 bp), um die Kriterien 
der Studie zu erfüllen [13]. 
4.1.3 Repression von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen 
In den Wildtyp-p53-Zelllinien wurden nach Zytostatikabehandlung prominente transkriptionelle Änderungen 
von Genen gefunden, die im Zusammenhang mit dem Zellzyklus oder der Antwort auf DNA-Schädigung 
stehen. Diese wurden hauptsächlich herabreguliert. 
Die Repression von Genen, die an der Zellzyklusprogression beteiligte Proteine (z. B. Cycline, CDKs), 
DNA-Replikationsproteine (z. B. MCM-Proteine, DNA-Polymerasen) oder mitotische Effektoren (z. B. Auro-
ra-Kinasen, Kinesine) kodieren, lässt sich problemlos in Zusammenhang mit einem Wachstumsarrest der 
Zellen infolge der Zytostatikaexposition bringen. Auf den ersten Blick mag es allerdings erstaunlich sein, 
dass nach Behandlung mit diesen genotoxischen Agenzien die Expression von Genen, deren Produkte als 
Reparaturenzyme, als deren Kofaktoren oder als Checkpointproteine fungieren, ebenfalls abnimmt. Dieser 
Befund lässt sich aber daraus erklären, dass die DNA-Reparatur ein physiologischer Prozess ist, der be-
vorzugt während der S- und M-Phasen des Zellzyklus aktiv oder aktivierungsbereit ist, um DNA-Schäden, 
die während der Replikation auftreten oder entdeckt werden, oder Fehler bei der Ausbildung des Spindel-
apparats zu beheben. Um Läsionen zu detektieren und eine adäquate Reaktion der Zelle anzustoßen, 
müssen außerdem vielfältige DNA-Damage-Response- und Checkpointproteine vorhanden sein, die gege-
benfalls einen Zellzyklusarrest und/oder DNA-Reparaturprozesse einleiten. Somit ist nachvollziehbar, dass 
die Expression dieser Effektoren mit der von Proteinen, die an der „normalen“ Zellzyklusprogression, der 
DNA-Replikation und der Zellteilung beteiligt sind, koreguliert ist. 
Da die Wildtyp-p53-Zellen auf die Zytostatikabehandlung mit einer Aktivierung von p53 und einer Wachs-
tumshemmung reagiert haben, besteht kein Zweifel, dass die verursachten Schäden detektiert wurden, 
dieses Alarmsignal über verschiedene Zwischenstufen weitergeleitet wurde und letztlich zur Aktivierung 
zellulärer Kontrollpunkte und möglicherweise auch zum Einsetzen der DNA-Reparatur geführt hat. Dies 
könnte als Widerspruch zur beobachteten transkriptionellen Repression der entsprechenden Gene inter-
pretiert werden. Jedoch sind für diese Vorgänge vermutlich die zum Zeitpunkt der DNA-Schädigung vor-
handenen Effektorproteine ausreichend, sodass ihre Resynthese und entsprechend eine Erhöhung der 
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mRNA-Spiegel nicht erforderlich sind. Für diese Hypothese spricht auch die Tatsache, dass Checkpoints 
und Reparaturmechanismen sehr rasch greifen müssen und daher eher auf posttranslationalen Aktivie-
rungsschritten, wie z. B. Phosphorylierungen und Protein-Protein-Interaktionen, beruhen als auf der deut-
lich langsameren Regulation auf Transkriptions- und Translationsebene. 
 
Für das Zustandekommen der Repression all dieser Gene wurde bereits das E2F-System diskutiert. Me-
chanistisch lässt sich diese Beobachtung so deuten, dass infolge eines Arrests in der G1-Phase die inhibi-
torischen RB-Proteine nicht von den aktivierenden Transkriptionsfaktoren E2F1–3 dissoziieren und somit 
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen die Expression von E2F-Targetgenen nicht stimuliert 
wird. Außerdem ist denkbar, dass die Zellen nach Zytostatikaexposition in den Ruhezustand, also die G0-
Phase, übergehen, was zur Folge hätte, dass die E2F-Familienmitglieder E2F4, E2F5 und E2F6 (die bei-
den ersteren im Komplex mit Pocket-Proteinen) an die Targetpromotoren binden, diese reprimieren und 
zusätzlich die Genexpression durch Rekrutierung von Chromatin-Remodellierungsfaktoren inhibieren [14]. 
Die E2F1–3-aktivierbaren und E2F4–6-reprimierbaren Targets stimmen nach gegenwärtigem Wissens-
stand überein, sodass es sich nicht entscheiden lässt, ob die Zellen aus dem Zellzyklus „austreten“ und in 
die Quieszenz gehen, sich in einem kurz- oder längerfristigen G1-Arrest befinden oder Seneszenz eingelei-
tet wird. 
 
Abgesehen von diesen E2F-abhängigen Effekten spielt für die verminderte Expression der Zellzyklus- und 
DNA-Damage-Response-Gene vermutlich auch die bereits beschriebene direkte p53-Repression eine Rol-
le und möglicherweise hat auch die geringere Aktivität anderer Transkriptionsfaktoren wie z. B. FOXM1, 
welches ja als potenzielles p53-reprimiertes Target diskutiert wurde, einen Einfluss. 
4.1.4 Hinweise auf die Induktion von Seneszenz 
Es bestehen große Übereinstimmungen zwischen den in den vorliegenden Experimenten in Wildtyp-p53-
Zellen nach ein- oder dreitägiger Zytostatikaexposition differenziell exprimierten Genen und den in der Stu-
die von Chang et al. [6] als seneszenzassoziiert identifizierten Genen (s. 3.2.8.2.7). Die Methodik dieser 
Studie unterschied sich allerdings merklich von der hier verwendeten, da Chang et al. die Zellen nach der 
Behandlung mit Adriamycin bis zu zehn Tage in wirkstofffreiem Medium beließen und dann mit proliferie-
renden Zellen verglichen. Die beobachtete Ähnlichkeit lässt zwei Interpretationsmöglichkeiten zu: Entweder 
führt eine relativ kurzfristige Zytostatikabehandlung von 24 bzw. 72 h nur zu einem vorübergehenden 
Wachstumsarrest, bei dem jedoch sehr viele Gene beeinflusst werden, die sich auch bei einem terminalen 
Arrest in gleicher Weise ändern. Es ist aber auch denkbar, dass die in der vorliegenden Arbeit identifizier-
ten Effekte frühe Anzeichen einer durch die Zytostatika eingeleiteten Seneszenz darstellen. Die Hypothese, 
dass die Zellen in einen seneszenzartigen Zustand übergehen, wird durch die phänotypisch beobachtbare 
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Zellvergrößerung und die verstärkte Expression von Genen, die ECM-Komponenten und weitere Adhä-
sionsgene kodieren, unterstützt. 
Die Seneszenz von Tumorzellen kann in Kultur unter Behandlungsbedingungen hervorgerufen werden, die 
nur minimal zytotoxisch sind. Da seneszente Zellen in einen permanenten Zellzyklusarrest übergehen und 
ihr klonogenes Potenzial verlieren (sog. living death), ist die Induktion der Seneszenz ein legitimes Ziel der 
Krebstherapie [15]; es muss nicht zwingend gefordert werden, dass antitumorale Wirkstoffe ihre Zielzellen 
in die Apoptose treiben. Bisher gibt es keine Studien am Patienten, die belegen, dass durch Zytostatikathe-
rapie Seneszenz in Tumorzellen ausgelöst werden kann. Es gibt allerdings Hinweise, dass ionisierende 
Bestrahlung in humanen Tumoren zu Seneszenz führen kann. Außerdem konnte dieses Phänomen mit 
zahlreichen Zytostatika und anderen DNA-schädigende Agenzien in vitro und in Tiermodellen beobachtet 
werden. Jedoch scheint das Einleiten von Seneszenz nicht nur mit erwünschten Effekten verbunden zu 
sein, da in der Studie von Chang et al. neben der Repression von replikations- und mitoseassoziierten Ge-
nen und der Induktion von Wachstumsinhibitoren auch eine verstärkte Expression antiapoptotischer und 
angiogener Faktoren sowie eine Induktion von APP, dem mit der Alzheimererkrankung assoziierten Amy-
loid-β-Vorläuferprotein, beobachtet wurde [6]. Das APP-Gen blieb im vorliegenden Datensatz zwar unver-
ändert, die Induktion von Effektoren mit unerwünschten bzw. kontraproduktiven Funktionen wurde jedoch 
ebenfalls festgestellt. 
4.1.5 Repression der RNA-Prozessierungsmaschinerie 
Weniger leicht als die Repression von Zellzyklusgenen lässt sich erklären, warum in den Tumorzelllinien 
mit Wildtyp-p53-Protein auch zahlreiche in die RNA-Prozessierung involvierte Gene durch Zytostatikabe-
handlung herabreguliert wurden. Dass mehrere Exosomproteine transkriptionell durch E2F aktiviert werden 
können, wurde bereits erwähnt. Von einigen Spleißfaktoren, wie z. B. SFRS3 und SF3B3 ist beschrieben, 
dass sie p53-reprimierbar sind [16-18]. Für die meisten anderen RNA-prozessierenden Proteine ist jedoch 
in der Literatur kein Hinweis auf eine Regulation durch E2F oder p53 zu finden, und auch zu einer mögli-
chen Beeinflussung ihrer Expression durch andere Transkriptionsfaktoren oder Signalwege sind kaum Da-
ten vorhanden. Man kann vermuten, dass die Zelle unter Stressbedingungen parallel zum Zellzyklusarrest 
den gesamten Stoffwechsel auf ein Mindestmaß reduziert und hierbei auch die Maschinerie für die Reifung 
von mRNAs abschaltet. 
4.1.6 Differenzielle Expression von Immunantwortgenen 
Insbesondere in HT-29-Zellen und in geringerem Ausmaß auch in den anderen Zellmodellen wurde nach 
Zytostatikabehandlung eine erhöhte Expression von Zytokinen, zytokinresponsiven Genen und weiteren an 
der Immunantwort beteiligten Effektoren beobachtet. 
Übertragen auf das physiologische Umfeld im Patienten kann man annehmen, dass auch hier nach Zyto-
statikabehandlung Zytokine vom Tumor gebildet und ausgeschüttet werden. Es ist wahrscheinlich, dass 
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deren chemotaktische und immunstimulierende Wirkungen eine gegen den Tumor gerichtete Immunant-
wort auslösen können. Gleichzeitig haben viele Zytokine und zytokinresponsive Proteine, beispielsweise 
Interferone und die ISGs, direkte antiproliferative, proapoptotische und antiangiogene Effekte [19] und dürf-
ten deshalb hemmend auf Tumorwachstum und -progression einwirken. Allerdings muss diese Aussage 
insoweit relativiert werden, als viele der deregulierten Effektoren nicht nur wünschenswerte Eigenschaften 
besitzen, sondern ganz im Gegenteil auch angiogen, proliferationsfördernd und proinvasiv wirken können. 
Ihre Induktion ist also ambivalent zu beurteilen [20]. So besitzt beispielsweise IL8 einerseits potente im-
munstimulierende Wirkungen und könnte das Krebswachstum inhibieren, indem es die Infiltration 
neutrophiler Granulozyten in den Tumor stimuliert und T-Lymphozyten aktiviert, andererseits gibt es aber 
auch starke Hinweise, dass IL8 die Tumorprogression aufgrund seiner angiogenen und metastasierungs-
fördernden Wirkungen anregt. Es existiert eine Reihe von Studien, die eine Induktion von IL8 nach Zytosta-
tikaexposition, insbesondere nach Taxolbehandlung, beschreiben und sowohl positive als auch negative 
Effekte dieses Chemokins auf die Tumorprogression postulieren [21-23]. 
4.1.7 Differenzielle Expression von Adhäsionsgenen 
Eine Vielzahl von Effektoren, die in die Zell-Zell- oder Zell-Substrat-Adhäsion involviert sind oder an der 
Reorganisation des Zytoskeletts teilnehmen, wurde durch die Zytostatikabehandlung in ihrer Expression 
auf mRNA-Ebene moduliert. Die Übereinstimmungen zwischen den Zellen sind hierbei verhältnismäßig 
gering, die Regulation dieser Prozesse scheint also weitgehend zelltypspezifisch zu sein. 
Wie bei der Darstellung der Ergebnisse bereits angesprochen, ist es sehr schwer einschätzbar, welchen 
Effekt die veränderte Expression adhäsionsassoziierter Gene auf die Zelle und ihr malignes Potenzial aus-
übt. Denn einerseits können sich migrierende Tumorzellen über die auf ihrer Oberfläche vorhandenen Ad-
häsionsmoleküle an Endothelzellen anheften und in Zielgewebe vordringen, um dort Metastasen zu bilden, 
andererseits ist die Fähigkeit zum substratunabhängigen Wachstum ein typisches Zeichen der Transforma-
tion zu einem aggressiveren, invasiven Phänotyp [24]. Somit könnte die verstärkte Expression von Adhäsi-
onsgenen einerseits das Zeichen einer Steigerung der Invasivität, andererseits auch Ausdruck einer Art 
„Normalisierung“ der Zelle sein. Des Weiteren kann die Induktion solcher Gene, wie bereits erwähnt, auch 
mit dem Eintritt der Zelle in die Seneszenz zusammenhängen. 
Viele Genprodukte, die Adhäsion oder Zytoskelettfunktion beeinflussen, erfüllen zudem weitere Funktionen 
in der Zelle und sind nicht selten in Signalwege involviert, die Wachstum, Differenzierung und Apoptose 
regulieren. So beeinflusst der Wachstumsfaktor CTGF, dessen Induktion durch Zytostatika sowohl in A549- 
als auch in HMEC-Zellen beobachtet wurde, neben der integrinvermittelten Adhäsion und der Reorganisa-
tion des Zytoskeletts auch die PI3K/AKT-, ERK- und Wnt-abhängige Signalübertragung [25, 26]. Somit sind 
sehr heterogene Auswirkungen seiner verstärkten Expression vorstellbar. 
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4.1.8 Repression von Effektoren der Unfolded Protein Response 
In MDA-MB-231-Zellen wurde nach Zytostatikaexposition eine Repression von Genen festgestellt, die Ef-
fektoren der Unfolded Protein Response kodieren. Wie bereits erwähnt, konnte eine Studie zeigen, dass 
die UPR in Tumorzelllinien einschließlich MDA-MB-231 im unbehandelten Zustand aktiviert ist [27]. Dieser 
Befund mag etwas überraschen, da die UPR hauptsächlich eine Stressreaktion auf Mangel an Nährstoffen 
und Verschiebungen im pH- oder oxidativen Gleichgewicht darstellt. Für die inneren Bereiche von Tumoren 
ab einer gewissen Größe ist dies kritisch, kaum jedoch für eine in 2D-Kultur wachsende Zelllinie. Mögli-
cherweise handelt es sich bei der konstitutiven UPR-Aktivierung um eine Eigenschaft, die die Zellen von 
ihrem Ursprung im Tumorgewebe her bewahrt haben. Denkbar ist aber auch, dass die antiapoptotischen, 
zytoprotektiven Eigenschaften der UPR-Effektoren einen Wachstumsvorteil unter Zellkulturbedingungen 
nach sich ziehen. Die beobachtete Repression von UPR-Komponenten nach Zytostatikabehandlung könn-
te ein Anzeichen dafür sein, dass die Tumorzellen in Apoptose gehen und hierbei Selbstschutzmechanis-
men deaktivieren. Man kann postulieren, dass die Repression der UPR durch Chemotherapeutika eine 
wichtige Komponente ihrer Wirkung darstellt, durch die zytoprotektive Vorgänge außer Kraft gesetzt wer-
den und es zur Anhäufung ungefalteter Proteine im ER kommt – mit potenziell fatalen Folgen für die Tu-
morzelle. 
Außerdem wird durch Reduktion der UPR-Aktivität auch die Transkription und Sekretion des zentralen pro-
angiogenen Faktors VEGF verringert. Dies äußert sich im vorliegenden Datensatz sowohl in der Repres-
sion der VEGF-mRNA als auch der Herabregulierung von HYOU1, welches auf ungeklärte Weise – evtl. 
aufgrund seiner Chaperoneigenschaft – die Sekretion von VEGF fördert. In einer Studie konnte gezeigt 
werden, dass nach Knock-down der HYOU1-mRNA die VEGF-Sekretion deutlich abnimmt [28]. Übertragen 
auf die klinische Situation könnte die Inaktivierung der UPR in soliden Tumoren also auch zur Verringerung 
der Angiogenese beitragen. 
 
Die fehlende Herabregulierung des UPR-Signalwegs in den anderen mit Zytostatika behandelten Tumor-
zelllinien lässt sich womöglich dadurch erklären, dass die UPR in ihnen nicht aktiv ist und somit auch nicht 
inaktiviert werden kann. In der Literatur finden sich für die hier untersuchten Zellmodelle abgesehen von 
MDA-MB-231- ausschließlich Daten für MCF-7-Zellen. Bei diesen wurde festgestellt, dass sie offenbar ei-
nen Defekt in der Induktion der UPR besitzen, da sie nicht adäquat auf Tunicamycin reagieren, welches 
durch Hemmung der N-Glykosylierung von Proteinen zu ER-Stress führt [27]. 
4.1.9 Differenzielle Expression von Genen mit invasions- und apoptose-
assoziierten Funktionen 
Ähnlich schwer zu interpretieren sind die Einflüsse, die die Zytostatikabehandlung auf die Expression von 
invasions- und metastasierungsassoziierten Genen und von Regulatoren der Apoptose ausgeübt hat. 
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Zellmodellabhängig traten zahlreiche Veränderungen solcher Effektoren mit häufig gegenläufigen Funktio-
nen auf. 
So wurden Gene, die pro- oder antiinvasive Proteine kodieren, sowohl hoch- als auch herabreguliert und 
es ließ sich keine Tendenz in die eine oder andere Richtung ablesen. Unterm Strich könnte also die Migra-
tionsfähigkeit einer bestimmten Zellart durch Zytostatikaexposition gehemmt oder auch gefördert werden. 
Für die klinische Situation wäre es natürlich bedenklich, wenn antitumorale Arzneistoffe die Metastasierung 
anregen würden. Allerdings muss man berücksichtigen, dass sich insbesondere in vivo Tumoren häufig in 
einem prekären Gleichgewicht befinden, da sie z. B. einer Unterversorgung mit Nährstoffen und Sauerstoff 
unterliegen. Durch toxische Einflüsse von außen können sie leichter als Normalzellen aus der Balance ge-
bracht werden und sich nur eingeschränkt regenerieren [29]. Insofern spielt es möglicherweise keine aus-
schlaggebende Rolle, ob neben den starken wachstumshemmenden oder apoptoseinduzierenden Stimuli 
auch einige proliferations- und invasionsfördernde Signale aktiviert werden. 
 
Auch bei den pro- und antiapoptotischen Proteinen traten widersprüchliche Veränderungen auf, sodass un-
klar bleibt, ob die jeweilige Zellart durch den Einfluss der Zytostatika eher in die Apoptose getrieben wurde 
oder ihr entkommen konnte. 
Die Heterogenität der zellulären Antwort auf genotoxischen Stress lässt sich möglicherweise dadurch er-
klären, dass parallel gegenläufige Signalwege aktiviert werden, die der Zelle zunächst unterschiedliche 
Reaktionen auf die Schädigung von außen ermöglichen. Je nachdem, ob es ihr gelingt, den Schaden zu 
beheben oder sich durch Entwicklung von Resistenzstrategien gegen den einwirkenden Stressfaktor zu 
schützen, kann dann das Pendel in die eine oder andere Richtung ausschlagen. Darüber hinaus laufen 
vermutlich Gegenregulations- und Feedbackmechanismen ab, die der übermäßigen Aktivierung einzelner 
Prozesse zuwiderlaufen. Die Feineinstellung dieser komplexen Signale verläuft mit großer Wahrscheinlich-
keit auch über posttranslationale Modifikationen, Relokalisation von Effektoren und Protein-Protein-
Interaktionen, die mit den Mitteln der Genexpressionsanalyse nicht erfasst werden können. 
 
In einer Studie von Brachat et al., die die Auswirkungen mehrerer Zytostatika auf die globale Genexpres-
sion untersucht hat, wurden ebenfalls widersprüchliche und unerwartete Effekte auf proliferations-, inva-
sions- und apoptosemodulierende Gene beobachtet [30]. Die Autoren folgerten, dass es nicht möglich ist, 
basierend auf dem Wissen über die Funktion eines Proteins vorherzusagen, in welche Richtung seine Ex-
pression durch die Behandlung mit genotoxischen Agenzien reguliert wird. Umso interessanter ist es, sol-
che Effekte zu untersuchen, möglichst auch in vivo, und sie z. B. in Verbindung mit der Entwicklung von 





4.2 Bewertung der im Vergleich aus RNAi- und Inhibitor-Daten 
erhaltenen Ergebnisse 
Aus der Zusammenschau der Resultate, die mit siRNAs und Inhibitoren gegen Cholinkinase und MDM2 
gewonnen wurden, lässt sich ableiten, dass der Vergleich niedermolekularer Inhibitoren mit siRNAs als 
Modellantagonisten auf dem Weg der Genexpressionsanalyse sinnvoll ist, da man hiermit bis zu einem 
gewissen Grad unspezifische (d. h. targetunabhängige) und spezifische Effekte unterscheiden kann. 
Solche unspezifischen Effekte wurden interessanterweise nicht nur mit den Inhibitoren gefunden, bei de-
nen dies durchaus zu erwarten war, sondern auch in frappierendem Ausmaß mit siRNAs. Fast jede siRNA 
rief mehr oder weniger ausgeprägte Änderungen auf Genexpressionsebene hervor, die mit keiner der an-
deren gegen dasselbe Target gerichteten siRNAs zu beobachten waren und die auch in keinen Zusam-
menhang mit einer stärkeren oder schwächeren Silencingeffizienz gebracht werden konnten. Einerseits 
wurde die Induktion interferonresponsiver Gene beobachtet, vermutlich infolge einer Aktivierung der antivi-
ralen Abwehrmechanismen durch dsRNA. Dies scheint aber kein genereller Effekt von siRNAs zu sein, 
sondern sequenzspezifisch aufzutreten, da nur eine siRNA und die entsprechende Stealth-RNA eine Inter-
feronantwort induzierten. Auch in der Literatur wird berichtet, dass nur mit bestimmten siRNA-Sequenzen 
die Expression interferonabhängiger Gene stimuliert wurde [31, 32]. 
Andererseits traten individuelle Effekte jeder siRNA auf, die möglicherweise auf der Herabregulierung nicht 
perfekt homologer Targets beruhen. Abgesehen von der Zerstörung „falscher“ Target-mRNAs in Form des 
postulierten siRNA-Mechanismus kommt dafür auch eine Inhibition auf translationaler Ebene durch den 
miRNA-Signalweg in Frage. miRNAs (microRNAs) sind natürlich vorkommende kurze dsRNA-Moleküle, 
deren Aktivität über ähnliche Effektorkomplexe wie die von siRNAs vermittelt wird (sog. miRISCs). Die mi-
RISCs supprimieren die Translation von mRNAs, zu denen die miRNAs oft nur begrenzte Homologie besit-
zen [33, 34]. Mehrere, auch zentrale Fehlpaarungen sind erlaubt, sodass möglicherweise jede siRNA, so-
fern sie in den miRNA-Signalweg eingeschleust wird, ein posttranslationales Silencing eines oder mehrerer 
unerwünschter Targets hervorrufen könnte. Dies könnte sich sekundär wiederum auf die Genexpression 
auswirken. 
Aufgrund dieser vielfältigen Off-Target-Effekte war es von entscheidender Wichtigkeit, sowohl bei der Eva-
luierung von Cholinkinase als auch von MDM2 jeweils mehrere siRNAs zu verwenden, die zu einem effi-
zienten Silencing ihres Targets sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene führen. Nur für deren überein-
stimmende Effekte besteht höchstmögliche Sicherheit, dass sie aus dem Fehlen des Zielproteins in der 
Zelle resultieren. 
4.2.1 Diskussion der Cholinkinase-Ergebnisse 
Im Fall von Cholinkinase waren die Überschneidungen zwischen den transkriptionellen Effekten der drei 
verwendeten siRNAs so gering, dass sie vermutlich eher zufallsbedingt waren. Zudem ließen sich keine 
Diskussion 226 
Gemeinsamkeiten zwischen siRNAs und dem Inhibitor MN58 feststellen. Diese Befunde legen den Schluss 
nahe, dass die Herabregulierung von Cholinkinase in HT-29-Zellen keine Auswirkungen hat, zumindest 
nicht auf Genexpressionsebene und nicht in dem betrachteten Zeitfenster. Dies wird auch dadurch unter-
mauert, dass die siRNA C3 keine Effekte auf Zellmorphologie, -proliferation, -viabilität und Zellzyklusvertei-
lung ausübte, obwohl sie ChoK sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene ebenso gut herabregu-
lierte wie die anderen siRNAs, die gewisse phänotypische Auswirkungen besaßen. 
Es erscheint durchaus vorstellbar, dass die Reduktion der ChoK-Menge in der Zelle sich zunächst nicht auf 
Genexpressionsebene bemerkbar macht, da die nachfolgenden Prozesse möglicherweise hauptsächlich 
Proteinmodifikationen und -interaktionen umfassen bzw. den Lipidstoffwechsel betreffen. Dagegen spricht 
aber, dass mit dem niedermolekularen Inhibitor schon sehr frühzeitig massive Effekte auf Zellwachstum 
und Apoptoseneigung der behandelten Zellen festgestellt wurden. Selbst wenn man berücksichtigt, dass 
die Wirkung eines Inhibitors schneller eintritt als die RNAi-abhängige Herabregulierung des Proteins, lässt 
sich diese Diskrepanz nur schwer begründen. Die einleuchtendste Erklärung besteht darin, dass der unter-
suchte ChoK-Inhibitor weitere unbekannte Angriffspunkte in der Zelle besitzt und die laut Literatur be-
obachtete antitumorale Wirkung auf derartigen Off-Target-Effekten beruht. 
 
Der Vergleich des Einflusses von MN58 auf die Genexpression mit dem von Zytostatika lieferte vor allem 
im Fall von MDA-MB-231-Zellen recht auffällige Gemeinsamkeiten. Die größere Übereinstimmung in MDA-
MB-231-Zellen im Vergleich zu HT-29-Zellen dürfte einerseits darauf beruhen, dass bei ersterer Zelllinie 
die Daten aus jeweils 72-stündigen Behandlungen miteinander verglichen werden konnten, während bei 
HT-29-Zellen ein 30 h- einem 72 h-Datensatz gegenüberstand. Zudem stammten die Messungen von 
MDA-MB-231-Proben alle aus einem gemeinsamen Ansatz, d. h. für Zytostatika und MN58 lag den Aus-
wertungen die gleiche unbehandelte Kontrolle als Baseline zugrunde und die behandelten Zellen wurden 
parallel kultiviert, hatten also gleiche Passagezahl, Konfluenz usw. 
Die signifikanten Übereinstimmungen zwischen MN58 und den Zytostatika könnten darauf hindeuten, dass 
die unspezifischen Effekte des ChoK-Inhibitors genotoxischer Natur sind. 
4.2.2 Diskussion der MDM2-Ergebnisse 
Der Angriff auf MDM2 mittels RNAi oder Inhibitoren eignet sich vermutlich im Vergleich zu Cholinkinase 
besser für eine Evaluierung durch Genexpressionsanalyse. Denn die Verhinderung der MDM2-Synthese 
bzw. die Hemmung seiner Interaktion mit p53 sollte direkt in der Aktivierung von p53 und der transkriptio-
nellen Beeinflussung von p53-Targets resultieren. Wählt man hingegen ein Zielmolekül, das nicht unmittel-
bar die Aktivität von Transkriptionsfaktoren moduliert oder selbst die Transkription (ko-)reguliert, sind Effek-
te auf Genexpressionsebene eventuell erst verzögert festzustellen und auch schwerer zuzuordnen. 
Auf der anderen Seite stößt man jedoch auch bei der Interpretation der Ergebnisse, die durch Eingriff in 
das MDM2-p53-System erhalten wurden, auf Schwierigkeiten. Problematisch ist nämlich, dass p53, wie ja 
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aus den Zytostatikaexperimenten offensichtlich ist, durch DNA-Schädigung aktiviert wird und es somit 
schwer zu entscheiden ist, ob nach siRNA- oder Inhibitor-Behandlung beobachtete p53-abhängige Effekte 
auf dem gewünschten spezifischen Mechanismus oder unspezifischem genotoxischen Stress beruhen. 
 
Um MDM2 durch RNAi herabzuregulieren, wurden insgesamt neun verschiedene siRNAs getestet, von de-
nen sich letztlich nur zwei als gleichzeitig hocheffizient und weitgehend spezifisch erwiesen. Basierend auf 
ihrer phänotypischen Evaluierung war zwar bereits erkennbar, dass nicht alle siRNAs identische Wirkun-
gen hervorriefen, jedoch war erst die Affymetrix-Analyse in der Lage, das Ausmaß der Off-Target-Effekte 
aufzudecken und die am besten übereinstimmenden siRNAs zu identifizieren. 
Die siRNA M8 induzierte eine starke Interferonantwort und wirkte dadurch wachstumshemmend und pro-
apoptotisch, und selbst die nicht funktionellen siRNAs M1 und M3 erzeugten phänotypische Effekte. Diese 
Befunde zeigen sehr deutlich, dass sowohl der Ausschluss von Off-Target-Effekten als auch der Nachweis 
des Target-Knock-downs auf mRNA- und Proteinebene unerlässlich sind. In vielen in der letzten Zeit 
durchgeführten oder initiierten Hochdurchsatz-Screeningstudien mit siRNAs wird hingegen die Strategie 
verfolgt, ausschließlich phänotypische Effekte wie z. B. abnorme Morphologie oder Proliferationshemmung 
zu messen, um potenzielle Targets zu identifizieren [35, 36]. Die so gefundenen Kandidaten werden dann 
zwar möglicherweise durch weitere Versuche, in denen auch die Silencingeffizienz und unspezifische Wir-
kungen überprüft werden, bestätigt, dennoch ist die grundsätzliche Eignung eines primär phänotypisch 
ausgelegten Testsystems in Frage zu stellen. 
 
Bei der Auswertung der Ergebnisse der Affymetrix-Analysen konnten signifikante Übereinstimmungen zwi-
schen den weitgehend spezifischen siRNAs und dem MDM2-Inhibitor festgestellt werden. Die in den Wild-
typ-p53-Zelllinien identifizierten Schnittmengen aus MDM2-siRNA- und Inhibitor-abhängig deregulierten 
Genen waren auffällig mit p53-induzierbaren und -reprimierbaren Targets sowie Zellzyklus- bzw. DNA-
Damage-Response-Genen angereichert, insbesondere in MCF-7-Zellen. Diese Daten bestätigen, dass es 
durch Knock-down von MDM2 bzw. Bindung des Hemmstoffs an die Interaktionsdomäne zur Aktivierung 
von p53 kommt, und korrelieren mit dem beobachteten G0/G1-Arrest der Zellen. 
Es muss allerdings eingeräumt werden, dass eine ganze Reihe bekannter p53-Targets nicht in der 
Schnittmenge der als spezifisch eingestuften siRNAs lag, sondern nur entweder von M5 oder M6 deregu-
liert wurde. Da sich keine Tendenz erkennen ließ, dass eine siRNA insgesamt mehr p53-abhängige 
Transkripte modulierte als die andere, kann ein unterschiedliches Ausmaß des MDM2-Knock-downs nicht 
als Erklärungsansatz herangezogen werden. Wahrscheinlicher ist es, dass einerseits manche Gene im Da-
tensatz einer siRNA die Filterkriterien nur relativ knapp verfehlt haben und deshalb nicht in der Schnitt-
menge auftauchten und dass andererseits gewisse Off-Target-Effekte eine Rolle gespielt haben. Da weite-
re, nicht als p53-regulierbar bekannte oder im Zusammenhang mit dem Zellzyklus stehende Gene eben-
falls außerhalb der Schnittmenge der M5- und M6-Daten lagen, kann man vermuten, dass manche von 
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diesen selbst zur Aktivierung oder Inaktivierung von Signalkaskaden, die die p53-Aktivierung verstärken 
oder auch abschwächen, geführt haben. 
Dass die siRNAs genotoxisch wirken und dadurch p53 aktiviert haben, ist eher unwahrscheinlich. Einer-
seits gelangen siRNAs prinzipiell nicht in den Nukleus und sollten somit nicht direkt auf die DNA einwirken 
können. Zudem war die Zahl der durch M5 und M6 deregulierten Gene, beispielsweise im Vergleich zur 
Zytostatikabehandlung, recht gering, was ebenfalls gegen toxische Effekte spricht. 
 
Im Fall des MDM2-Inhibitors lässt sich schwerer einschätzen, inwieweit er spezifisch ins p53-System ein-
greift. Generell führte er zur vermehrten Deregulation von p53-Targets, diverse von M5 und/oder M6 beein-
flusste Gene tauchten jedoch überraschenderweise bei ihm nicht auf. Dies könnte zum Teil auf Unter-
schieden in den Zellkulturbedingungen beruhen, da für die Behandlung mit dem Inhibitor und der Kontroll-
substanz ja mit reduzierter Serumkonzentration gearbeitet werden musste. Darüber hinaus spielen wohl 
auch die stringenten Filterkriterien eine Rolle für die Diskrepanzen, gerade weil die von der Kontrollsub-
stanz deregulierten Gene ausgeschlossen wurden. Zudem sind auch hier Gegenregulationsmechanismen 
durch unspezifisch beeinflusste Gene denkbar. 
Aufgrund der absoluten Anzahl der durch R206-0270 modulierten Transkripte, die weit über der der 
siRNAs lag, kann man davon ausgehen, dass die Substanz erhebliche unspezifische Wirkungen ausübt. 
Da auch die Zytostatika zur Aktivierung von p53 führen, könnte man also mutmaßen, dass R206-0270 
schlichtweg genotoxisch wirkt und seine Effekte auf p53-Targets und Zellzyklus unspezifischer Natur sind. 
Dagegen spricht das Fehlen einer Phosphorylierung von p53 an Serin-15 nach R206-0270-Behandlung, 
doch auch mit den getesteten Zytostatika war diese Bande teilweise schwach. 
Weiteren Aufschluss ermöglichte der Vergleich von Zytostatika und MDM2-Inhibitor auf Basis der Affy-
metrix-Ergebnisse in MCF-7-Zellen. Die Gemeinsamkeiten zwischen ihnen beschränkten sich fast aus-
schließlich auf Gene, die einer direkten Regulation durch p53 unterliegen oder zellzyklusabhängig expri-
miert werden, meist unter der Kontrolle von E2F. Von den in MCF-7-Zellen durch Zytostatikabehandlung 
deregulierten Genen anderer funktioneller Kategorien, wie z. B. RNA-Prozessierung oder Immunantwort, 
fanden sich in den Datensätzen der Inhibitor-Experimente kaum Gene wieder, ebenso wenig wie in denen 
der MDM2-siRNAs. Dies legt nahe, dass die gefundenen p53-assoziierten Effekte von R206-0270 vorwie-
gend auf seinem postulierten Wirkmechanismus, also der Hemmung der MDM2-p53-Interaktion, beruhen. 
 
In HCT-116-Zellen wurden im Vergleich zu MCF-7-Zellen geringere Übereinstimmungen der spezifischen 
siRNAs M5 und M6 auf Genexpressionsebene gefunden und die Zahl der deregulierten p53-Targets war 
unerwartet niedrig. Interessanterweise wurde in einer erst kürzlich veröffentlichten Studie berichtet, dass 
das RNAi-vermittelte Silencing von MDM2 in normalen Fibroblasten zur Aktivierung der p53-abhängigen 
Expression führte, nicht aber in HCT-116-Zellen. Aufgrund weiterer experimenteller Befunde postulierten 
die Autoren, dass die MDM2-Feedbackschleife in HCT-116-Zellen defekt ist und die p53-Stabilität 
und -Funktion hier über andere Mechanismen reguliert wird [37]. Diese Befunde können nicht 
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uneingeschränkt bestätigt werden, da ja durchaus einige p53-induzierbare und -reprimierbare Gene nach 
MDM2-Silencing differenziell exprimiert waren, jedoch ist es möglich, dass das p53-MDM2-Autoregula-
tionssystem in HCT-116-Zellen nicht seine volle Funktionsfähigkeit besitzt. 
 
Während R206-0270 aufgrund seiner Bindung an die p53-Interaktionsdomäne von MDM2 nur die p53-
assoziierten Funktionen von MDM2 unterbinden sollte, war im Fall der siRNAs erwartet worden, dass diese 
auch Effekte hervorrufen, die mit anderen Interaktionspartnern von MDM2, z. B. dem Zellzyklusregulator 
RB, in Zusammenhang stehen. 
Diese hätten auch nach MDM2-siRNA-Transfektion der p53-mutanten NCI/ADR-RES-Zellen auftreten 
müssen, blieben aber aus. Die Störung dieser Wechselwirkungen von MDM2 scheint folglich im beobach-
teten Zeitfenster irrelevant zu sein, da weder in den phänotypischen Analysen, wie z. B. der Untersuchung 
der Zellzyklusverteilung, noch auf Transkriptionsebene signifikante Veränderungen feststellbar waren. 
 
In einer 2004 veröffentlichten Studie von Liu et al. wurde über die Effekte des siRNA-vermittelten Knock-
downs von MDM2 auf MCF-7-Zellen sowohl in Kultur als auch im Xenograftmodell in Nacktmäusen berich-
tet [38]. In vitro wurden ausgeprägte proliferationshemmende und proapoptotische Wirkungen gefunden, 
die sich in vivo in einer deutlich reduzierten Tumormasse äußerten. Zudem führten die Autoren ein cDNA-
Array-Experiment durch, das die differenzielle Expression zahlreicher p53-Targets belegte. Die in dieser 
Studie beschriebenen Effekte sind deutlich stärker als die in der vorliegenden Arbeit im gleichen Zellmodell 
beobachteten. Es muss jedoch kritisch angemerkt werden, dass in den Versuchen von Liu et al. nur eine 
einzige siRNA gegen MDM2 zum Einsatz kam und keinerlei Überprüfung auf unspezifische Effekte statt-
fand. Zudem sind nur Auszüge aus den cDNA-Array-Daten gezeigt, die als interessant eingestuft wurden, 












4.3 Validität der verwendeten Experiment- und Auswertungsstrategien 
4.3.1 Eignung der für die Analyse der Microarray-Daten verwendeten 
Auswertungsmethodik 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Affymetrix GeneChip® Technologie eingesetzt, um die globalen mole-
kularen Effekte verschiedener Agenzien zu untersuchen. Die jeweils in Duplikaten oder Triplikaten vorge-
nommenen Messungen wurden nach einem Filterschema mit den Kontrollen verglichen, das stringent ge-
nug sein sollte, um nur signifikante Unterschiede aufzuzeigen, andererseits aber auch nicht zum Verlust 
relevanter Daten führen sollte. 
Rückblickend sollte man kritisch prüfen, ob die erhaltenen Ergebnisse ein Abbild der wahren Verhältnisse 
bzw. Veränderungen in der Zelle geliefert haben. Dafür spricht ganz klar, dass sich unter den jeweils als 
dereguliert identifizierten Genen solche häuften, die transkriptionell koreguliert sind, z. B. durch p53, E2F 
oder Zytokine, oder die in engem funktionellen Zusammenhang stehen, indem sie z. B. an der RNA-Pro-
zessierung oder der Unfolded Protein Response mitwirken. Da solche biologisch verknüpften Gene meist 
nur in einem Teil der Zellmodelle oder sogar nur einem einzelnen Zelltyp gefunden wurden, kann man fol-
gern, dass die Chip-Technologie und die Auswertungsmethode nicht etwa ein Ungleichgewicht der Daten 
zugunsten der genannten Kategorien liefern, sondern dass diese tatsächlich die Vorgänge in der Zelle wi-
derspiegeln.  
Unterstützt wird diese Feststellung durch den Vergleich der Affymetrix-Ergebnisse mit denen der RT-PCR 
am LightCycler® Instrument. Die Übereinstimmung zwischen den Daten, die für Cholinkinase einerseits und 
MDM2 andererseits erhoben wurden, war trotz grundlegender Unterschiede der Technologie an sich und 
der Normalisierungsmethode sehr groß. 
Betrachtet man die publizierten Studien, in denen Oligonukleotid- oder cDNA-Microarrays verwendet wur-
den, um die Effekte von Substanzen auf die globale Genexpression zu untersuchen, stellt man fest, dass 
diese meist deutlich größere Unterschiede in der Signalhöhe zwischen behandelter Probe und Kontrolle 
fordern, um Änderungen als signifikant einzustufen. Meist werden nur Gene einbezogen, deren Messwerte 
sich mindestens verdoppelt bzw. halbiert haben. Folglich könnte man in Frage stellen, ob in der vorliegen-
den Arbeit ausreichend stringente Schwellenwerte angesetzt wurden, da ja eine Erhöhung auf das 
1,75fache bzw. Erniedrigung auf das 0,57fache bereits in die Analyse einging. Allerdings zeigt sich bei der 
Durchsicht der Ergebnisse, dass zahlreiche Gene, die zwar diese Kriterien erfüllten, nicht aber um das 
2fache oder mehr moduliert wurden, in biologischem Zusammenhang mit anderen stehen, die stärker de-
reguliert waren. Insofern hätte es einen nicht akzeptablen Verlust an relevanten Daten bedeutet, wenn die-
se Gene aus der Auswertung ausgeschlossen worden wären17. 
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 Zu berücksichtigen ist auch, dass bei einem Teil der angesprochenen Studien die Proben aus Tiermodellen oder Patientenproben stammten, die 
von Haus aus eine große Variabilität besitzen und deshalb mit robusteren Schwellenwerten gefiltert werden müssen. Die Verwendung von kultivier-
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Das Hauptaugenmerk der Datenanalyse lag auf funktionell verknüpften Genen, bei denen die Wahrschein-
lichkeit groß ist, dass die Veränderung ihrer Signalhöhe einerseits kein methodisches Artefakt ist, anderer-
seits aber auch biologische Relevanz für die Zelle besitzt. Während nämlich nicht ohne weiteres angenom-
men werden kann, dass die Induktion oder Repression eines einzelnen Effektors in der Zelle nachhaltige 
Wirkungen erzeugt, ist dies bei der Kombination einer ganzen Reihe von Molekülen mit zusammenhän-
gender Funktion wesentlich wahrscheinlicher. 
Die Einschränkung bei diesem Ansatz liegt darin, dass das Wissen über die Funktion von Genen bzw. der 
von ihnen kodierten Proteine nach wie vor begrenzt ist. Die biologische Aufgabe vieler Moleküle ist entwe-
der völlig unbekannt oder kann nur aufgrund von Proteinmotiven wie z. B. Zinkfingerstrukturen oder SH3-
Domänen vermutet werden. Selbst bei denjenigen Proteinen, die bereits seit vielen Jahren Gegenstand 
intensiver Forschung sind, werden laufend neue Aspekte ihrer Funktion entdeckt, sodass sie nicht als voll-
ständig charakterisiert betrachtet werden können. 
Die funktionelle Analyse der deregulierten Gene war auf das zugängliche Datenbank- und Literaturwissen 
beschränkt; man kann annehmen, dass viele der differenziell exprimierten Gene, die bisher kaum charak-
terisiert sind und sich somit der Auswertung entzogen haben, in einem biologischen Zusammenhang mit 
den übrigen Genen bzw. von ihnen kodierten Proteinen stehen. 
4.3.2 Relevanz der Ergebnisse für die Tumortherapie 
Bei der Darstellung und Diskussion der Genexpressionsdaten wurde teilweise versucht, die Ergebnisse auf 
die Situation bei der Therapie humaner Tumoren zu übertragen. Dieses Vorgehen ist sicherlich nur einge-
schränkt angemessen, da grundlegende Unterschiede zwischen den in-vitro-Bedingungen und den Ver-
hältnissen im Patienten bestehen. Die verwendeten Zellmodelle sind an das Wachstum unter Zellkulturbe-
dingungen adaptiert und haben entsprechend nur noch eingeschränkte Ähnlichkeit mit ihrem Ursprungs-
gewebe. Zudem kann der Effekt der eingesetzten Agenzien auf Tumorstromazellen, Immunzellen usw. 
nicht erfasst werden, und ebenso bleibt offen, welchen Einfluss diese Zellen umgekehrt auf den Tumor 
nehmen. Auch die gesamte Pharmakokinetik der Wirksubstanzen, wie Applikationsart (Zufuhr durch Bolus-
Injektion, Dauerinfusion oder intestinale Resorption), enzymatische Metabolisierung und Exkretion, konnte 
nicht simuliert werden, und eine konstante Substanzexposition über 24 bzw. 72 h ist von den Verhältnissen 
in vivo natürlich relativ weit entfernt. 
Im Fall der Zytostatika besteht allerdings insofern ein Bezug zur Wirklichkeit, als die verwendeten Kon-
zentrationen in etwa in der gleichen Größenordnung wie klinisch relevante Serumspiegel lagen. In vielen 
publizierten in-vitro-Studien wurden hingegen Substanzmengen verwendet, die die in vivo auftretenden 
                                                                                                                                                                               
ten Zellen liefert hingegen deutlich besser reproduzierbare und konstantere Daten. Zudem unterliegen die Messwerte von Oligonukleotid-Arrays im 
Vergleich zu cDNA-Chips im Allgemeinen geringeren Schwankungen. 
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Konzentrationen um ein Vielfaches, teils um das 1000fache und mehr, überschritten, was die Aussagekraft 
der gefundenen Ergebnisse erheblich einschränkt [21, 23, 39, 40]. 
Trotz der geschilderten Abweichungen der in-vitro-Situation vom Umfeld im Patienten kann man vermuten, 
dass die Änderungen, die eine Substanz auf Genexpressionsebene hervorruft, zwischen beiden Szenarien 
ähnlich sind, da ja das Repertoire an zellulären Signalgebern prinzipiell übereinstimmt. Ganz generell soll-
ten die molekularen Effekte, die bei der Analyse der differenziellen Genexpression von Zellmodellen be-
obachtet werden, nicht als Abbild der Verhältnisse in vivo betrachtet werden, sondern als Hinweis auf un-
tersuchenswerte Mechanismen. In nachfolgenden Studien am Patienten kann dann das Augenmerk ver-
stärkt auf solche Prozesse gerichtet und ihre Relevanz für den Therapieerfolg eingeschätzt werden. Basie-
rend auf den in der vorliegenden Arbeit identifizierten Effekten wäre es beispielsweise von Interesse, die 
Bedeutung der Induktion von Zytokinen und zytokinresponsiven Genen in Tumorzellen, den Einfluss der 
Repression der Unfolded Protein Response oder die Einleitung der Seneszenz in vivo zu untersuchen. 
4.3.3 Eignung der verwendeten Methode für die Charakterisierung von 
Substanzen hinsichtlich ihres Wirkmechanismus und ihrer Spezifität 
Eines der wichtigsten Ziele der vorliegenden Arbeit bestand darin, zu evaluieren, ob man verschiedene 
Agenzien mit dem Mittel der globalen Genexpressionsanalyse auf ihren molekularen Wirkmechanismus 
untersuchen und sie hinsichtlich ihrer Spezifität – auch im Vergleich mit Modellinhibitoren – charakterisie-
ren kann. 
Wie bereits angesprochen, kann der primäre Angriffspunkt einer Substanz, z. B. ihre Interaktion mit Mikro-
tubuli, nur schwer am entstehenden Expressionsmuster abgelesen werden. Versteht man unter dem 
Wirkmechanismus eines Agens jedoch die von ihm ausgelöste Aktivierung oder Inaktivierung von Signal-
kaskaden, welche Wachstum, Differenzierung, Überleben und weitere wichtige Prozesse regulieren, so 
eignet sich die Genexpressionsanalyse durchaus zur Erfassung dieser Effekte. Naturgemäß sind nur die 
Auswirkungen auf das Transkriptom messbar, während posttranslationale Modifikationen und Protein-
Protein-Interaktionen allenfalls indirekt erkannt werden können, wenn sie wiederum die Transkription be-
einflussen. 
 
Die RNAi-Methodik ist dann ein geeignetes Modellsystem, wenn Gemeinsamkeiten mehrerer funktioneller 
siRNAs ermittelt und den Vergleichen mit niedermolekularen Hemmstoffen zugrunde gelegt werden. Die 
erhaltenen Daten zeigen, dass die Spezifität der untersuchten Inhibitoren offenbar relativ gering war, denn 
sie übten über die durch siRNAs erzeugten Effekte hinaus zahlreiche weitere Einflüsse auf die Genexpres-
sion aus. Zieht man in Betracht, dass eine zufrieden stellende Funktionalität der Substanzen vorher in bio-
chemischen Testsystemen nachgewiesen worden war und dass im Fall des Cholinkinaseinhibitors sogar 
bereits in vivo-Daten vorlagen, die als Folgen der Inhibition des Zielenzyms interpretiert worden waren, 
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zeigt sich, dass ein hoher Bedarf besteht, die Spezifität eines Inhibitors zu einem möglichst frühen Zeit-
punkt in der Entwicklung zu evaluieren. 
Man könnte argumentieren, dass es letztlich unerheblich ist, ob die antitumorale Wirkung einer Substanz 
auf der Inhibition des angepeilten Zielmoleküls oder auf Off-Target-Effekten beruht. Die Wahrscheinlichkeit 
schwer wiegender Nebenwirkungen ist jedoch umso höher, je mehr ungewollte Wirkungen ein Agens aus-
übt. Zudem wird seit einigen Jahren zunehmend versucht, gezielt Patientenkollektive auszuwählen, in de-
ren Tumorzellen das Target des spezifischen Hemmstoffs übermäßig exprimiert oder aktiviert ist, da man 
davon ausgeht, dass diese Patienten besonders von der Therapie profitieren können. Ein solches Vorge-
hen wäre nicht sinnvoll und erfolgversprechend, wenn die Testsubstanz ganz anders wirkt als vermutet. 
 
Für die Zukunft scheint es angebracht, noch weitere als spezifisch deklarierte Inhibitoren auf Genexpres-
sionsebene zu untersuchen, v. a. solche, die bereits einen Optimierungsprozess durchlaufen haben und 
somit möglicherweise geringere Off-Target-Effekte ausüben als die hier verwendeten. Diese sollten wie in 
der vorliegenden Arbeit mit mehreren funktionellen siRNAs verglichen werden, um ihre Spezifität auf den 
Prüfstand zu stellen. 
So wäre es beispielsweise interessant, kürzlich am Roche-Standort Nutley entwickelte MDM2-
Antagonisten, die sog. Nutline, auf diesem Weg zu analysieren. In biochemischen Tests zeichneten sich 
die Nutline durch ausgeprägte und spezifische Inhibition der MDM2-p53-Interaktion aus und konnten in 
Zell- und Tiermodellen eine gute Wirksamkeit unter Beweis stellen [41]. Da diese Hemmstoffe nicht zur 
Phosphorylierung von p53 an Serin-15 führen, wurde der Schluss gezogen, dass sie das p53-System nicht 
aufgrund genotoxischer Wirkungen aktivieren. Insofern wäre es aufschlussreich, zu überprüfen, ob sich ihr 
Genexpressionsmuster von dem der Zytostatika in ähnlicher Weise unterscheidet wie das des hier unter-
suchten Inhibitors R206-0270 oder ob sie noch spezifischere oder andere Einflüsse auf die Transkription 
ausüben. 
 
Einleitend wurde dargestellt, dass häufig ein krasser Gegensatz zwischen als breit und ungerichtet wirkend 
eingestuften Zytostatika und targetspezifischen antitumoralen Wirkstoffen konstruiert wird. 
Die Gesamtheit der Ergebnisse legt jedoch die Vermutung nahe, dass die Übergänge zwischen diesen Ka-
tegorien eher fließend sind und eine klare Trennung in der Praxis nicht unbedingt angebracht ist. Die Zy-
tostatika beeinflussen molekular betrachtet ja im Grunde dieselben Vorgänge, auf die auch zielgerichtete 
Inhibitoren einwirken sollen, nämlich Wachstumsregulation, Differenzierung, Apoptose usw., und schon 
deshalb erscheint eine strikte Abgrenzung nicht sinnvoll. Problematisch ist natürlich die mutagene Wirkung 
der Zytostatika, die u. U. zur Induktion von Sekundärtumoren führen kann und teilweise das hämatopoeti-
sche System massiv beeinträchtigt. Deshalb ist es geboten, einerseits die Zytostatikatherapie selbst weiter 
zu optimieren, z. B. durch veränderte Therapieregimes und zusätzliche Applikation von Wachstumsfaktoren, 
die den Normalzellen eine bessere Regeneration ermöglichen, und andererseits die Entwicklung nicht-
genotoxischer Inhibitoren voranzutreiben. 
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In der klinischen Praxis zeigt sich zunehmend, dass eine Kombination konventioneller Zytostatika mit tar-
getspezifischen Wirkstoffen dem Patienten den größtmöglichen Nutzen bringt [42, 43]. Die Anwendung der 
spezifischen Hemmstoffe allein ist häufig zwar in der Lage, das Tumorwachstum oder die Ausbreitung von 
Metastasen zu bremsen, führt aber in vielen Fällen nicht zu einer Remission bzw. erreicht nicht den maxi-
mal möglichen Effekt, sodass zusätzlich bewährte Chemotherapeutika eingesetzt werden. Zudem können 
zwischen targetspezifischen Substanzen und Zytostatika Synergismen bestehen, die eine deutliche Dosis-
reduktion ermöglichen und somit die Nebenwirkungen abschwächen. Ein solcher Synergismus ist auch 
zwischen MDM2-Inhibitoren und Zytostatika denkbar. Bei Anwendung in Tumoren mit Wildtyp-p53-Protein 
könnte der Inhibitor den negativen Autoregulationsmechanismus zwischen p53 und MDM2 durchbrechen 
und dadurch die zytostatikavermittelte p53-Aktivierung verstärken und verlängern helfen. 
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5 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen die Auswirkungen gängiger Zytostatika auf die globale Gen-
expression humaner Tumor- und Normalzellen mit Hilfe von Microarrays untersucht und Gemeinsamkeiten 
und Unterschiede dieser Effekte evaluiert. Zum anderen wurden niedermolekulare Inhibitoren, die spezi-
fisch ein onkologisches Target angreifen, in ähnlicher Weise analysiert und mit einer RNAi-vermittelten 
Herabregulierung desselben Zielmoleküls verglichen. 
 
Die durch Zytostatika erzeugten Genexpressionsprofile waren sich auffallend ähnlich, obwohl die Substan-
zen unterschiedliche primäre Angriffspunkte besitzen. Diese unerwartet großen Gemeinsamkeiten erklären 
sich aus der Tatsache, dass alle verwendeten Agenzien grundlegende zelluläre Vorgänge stören, letztlich 
die Integrität des Genoms beeinträchtigen und somit übereinstimmende Reaktionen auf Transkriptions-
ebene hervorrufen. 
Die Veränderungen der Genexpression hingen in erster Linie vom zellulären Hintergrund ab. Insbesondere 
der Mutationsstatus des Tumorsuppressorgens p53 beeinflusste das durch die Wirkstoffe erzeugte Muster. 
Die Zellmodelle mit Wildtyp-p53-Protein reagierten sehr ähnlich auf die Zytostatikaexposition; viele der dif-
ferenziell exprimierten Gene erwiesen sich als transkriptionelle Targets von p53 oder konnten mit dem p53-
abhängigen Zellzyklusarrest in Zusammenhang gebracht werden. Im Gegensatz dazu unterschieden sich 
die Zelllinien mit nicht-funktionellem p53-Protein nach Zytostatikabehandlung sowohl stärker untereinander 
als auch von den Zellen mit Wildtyp-p53. Diese Befunde untermauern die herausragende Bedeutung, die  
dieser „Wächter des Genoms“ [1] bei der Reaktion von Tumorzellen auf Angriffe von außen besitzt. 
Wirkstoffspezifische Effekte wurden nur sehr eingeschränkt beobachtet. Sie waren zellmodellabhängig, d. h. 
es konnte keine zellübergreifende charakteristische Signatur einer Einzelsubstanz identifiziert werden. 
Bei zahlreichen nach Zytostatikaexposition in ihrer Expression beeinflussten Genen ließ sich aus der wis-
senschaftlichen Literatur belegen, dass sie transkriptionell koreguliert werden, z. B. durch p53, E2F oder 
Zytokine. Diese und viele weitere Gene konnten in gemeinsame funktionelle Kategorien eingeordnet wer-
den, da die von ihnen kodierten Proteine beispielsweise an der Zellzyklusprogression, der RNA-
Prozessierung oder der Immunantwort beteiligt sind. Daraus konnten Rückschlüsse auf die in den Zellen 
angestoßenen Prozesse und deren Bedeutung für das Tumorgeschehen gezogen werden. 
Zudem diente die Häufung funktionell zusammenhängender Gene als Nachweis dafür, dass sich auf dem 
Weg der globalen Genexpressionsanalyse und mit den verwendeten Filterkriterien biologisch relevante und 
aussagekräftige Daten gewinnen lassen. 
 
Den breit wirkenden Zytostatika wurden targetspezifische antitumorale Strategien gegenübergestellt. Zwei 
Zielmoleküle, das zytoplasmatische Enzym Cholinkinase und der funktionelle Gegenspieler von p53, 
MDM2, wurden jeweils sowohl durch einen niedermolekularen Inhibitor als auch durch mehrere siRNAs in 
ihrer Funktion bzw. Expression gehemmt. Die Auswirkungen wurden zunächst phänotypisch charakterisiert 
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und sodann auf Genexpressionsebene erfasst. Hierbei wurden eklatante unspezifische Effekte sowohl der 
Inhibitoren als auch der siRNAs offenbar. Im Fall der siRNAs ist dies ein überaus wichtiger Befund, da im 
Allgemeinen davon ausgegangen wird, dass diese Agenzien hochspezifisch wirken und somit als ideale 
Modellantagonisten dienen können. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es unerlässlich ist, mehrere gegen dasselbe Target gerichtete siRNAs 
einzusetzen und ihre Effekte untereinander und mit niedermolekularen Hemmstoffen zu vergleichen. Nur 
die Gemeinsamkeiten zwischen Inhibitoren und verschiedenen siRNAs können mit hoher Sicherheit als 
tatsächliche Auswirkungen der Hemmung des Zielmoleküls gedeutet werden. 
 
Nach RNAi-vermitteltem Silencing von Cholinkinase konnten trotz hoher Effizienz der verwendeten siRNAs 
keine gemeinsamen Effekte auf Genexpressionsebene festgestellt werden. Insofern mussten die Wirkun-
gen des Cholinkinase-Inhibitors als weitgehend unspezifisch gewertet werden. Die Eignung von Cholinki-
nase als Angriffspunkt antitumoraler Therapien wird durch diese Ergebnisse in Frage gestellt. 
Bei der Analyse der differenziellen Genexpression nach MDM2-Silencing bzw. -Inhibition wurde beobachtet, 
dass auch hier sowohl die siRNAs als auch der niedermolekulare Hemmstoff Off-Target-Effekte hervor-
riefen; ihr gemeinsamer Nenner war dennoch beträchtlich. Unter den Genen, die übereinstimmend von 
siRNAs und dem MDM2-Inhibitor dereguliert wurden, fanden sich gehäuft p53-Targets und zellzyklus-
assoziierte Gene. Dies belegt die Aktivierung von p53 durch Hemmung seines funktionellen Gegenspielers 
MDM2 und steht in Korrelation mit dem Arrest der Zellen in der G0/G1-Phase des Zellzyklus. 
Aus diesen Resultaten läßt sich ableiten, dass sich die RNAi-Methode – unter der Voraussetzung, dass 
mehrere effiziente siRNAs verwendet werden – hervorragend eignet, um einerseits im Rahmen einer Tar-
getvalidierung zu untersuchen, welche Effekte das Verschwinden des Zielmoleküls auf die Zelle ausübt, 
und andererseits die Spezifität niedermolekularer Inhibitoren auf den Prüfstand zu stellen. 
 
Ob sich breit angreifende Zytostatika und targetspezifische Inhibitoren in ihren Auswirkungen auf die 
Transkription klar voneinander abgrenzen lassen, konnte nicht abschließend bewertet werden. Die erhalte-
nen Daten deuten jedoch darauf hin, dass die Übergänge eher fließend sind. Beim Vergleich der Gen-
expressionsprofile der verwendeten niedermolekularen Hemmstoffe mit denen der Zytostatika konnten 
zwar gewisse Unterschiede festgestellt werden, jedoch sind weitere Studien erforderlich, um zu untersu-
chen, ob diese Effekte als targetspezifische oder genotoxische Signaturen interpretiert werden können. 
 
Insgesamt belegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass sich mit den Mitteln der Genexpressions-
analyse die Auswirkungen eines Agens auf zelluläre Prozesse wie z. B. Zellzyklusprogression, Adhäsion 
oder Apoptose ausgezeichnet abbilden lassen. Es ist zwar nicht möglich, aus den Daten unmittelbar abzu-
leiten, dass beispielsweise Adriamycin die Topoisomerase II hemmt oder der MDM2-Inhibitor die Interak-
tion zwischen p53 und MDM2 stört; anhand der Änderungen auf Transkriptionsebene lässt sich jedoch zei-
gen, welche Signalkaskaden in der Zelle als Reaktion auf die Behandlung aktiviert oder inaktiviert wurden, 
Zusammenfassung 238 
und ableiten, welche Bedeutung diese Effekte bei der Tumortherapie besitzen. Am Vergleich der Expres-
sionsmuster verschiedener Substanzen und siRNAs kann abgelesen werden, inwieweit ihre Effekte über-
einstimmen, und aufgrund dessen eine Aussage über ihre Spezifität getroffen werden. 
 
 
1. Janus, F., et al., The dual role model for p53 in maintaining genomic integrity. Cell Mol Life Sci, 1999. 55(1): p. 12-27. 
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6 Appendix: Gentabellen 
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6.2 Gentabellen und zugehörige Legenden 
Zunächst sind die Legenden der Gentabellen aufgeführt, die entsprechenden Tabellen finden sich im An-
schluss. 
 
Tab. 6-1: Induktion von p53-Targets nach Zytostatikabehandlung. 
In der Literatur als p53-transaktivierbar beschriebene Gene, die in mindestens einem Zellmodell mit Wildtyp-p53-Protein (A549, MCF-7 und HMEC) 
nach 24 und/oder 72 h durch mindestens vier Zytostatika induziert wurden. 
*[GeneID]: Induktion auch in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikaexposition. 
†[GeneID]: Induktion auch in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikaexposition. 
Aus den entsprechenden Spalten ist abzulesen, durch welche Zytostatika das Gen in der betreffenden Zelllinie zum angegebenen Zeitpunkt indu-
ziert (↑) wurde. Die Literaturstellen, welche eine p53-abhängige Aktivierung der Expression beschreiben, sind jeweils angegeben (Spalte „p53-
Regul.“), ebenso Publikationen, die über eine Induktion nach Zytostatikabehandlung berichten (Spalte „Zytost.-Literatur“; die in der Studie verwen-
deten Substanzen sind angegeben).18 
                                                 
18
 Sämtliche Gentabellen sind nach aufsteigendem HUGO-Gensymbol (Spalte „Symbol”) sortiert. Die im Haupttext näher erläuterten Gene sind in 
den Tabellen stets hellgelb hinterlegt. Wird im Haupttext ein vom HUGO-Symbol abweichender Genname bzw. ein abweichendes Gensymbol ver-
wendet,  so ist dieser Name bzw. dieses Symbol in den Tabellen durch Fettdruck hervorgehoben. 
Die Zytostatika werden im bekannten Einbuchstabenkode abgekürzt; wurde die Behandlung in der Literatur mit einer in der vorliegenden Arbeit 
nicht verwendeten Substanz durchgeführt, so wird diese mit Z abgekürzt. Wurden die Daten durch Bestrahlung gewonnen, so ist dies durch die 
Angabe IR bzw. UV erkennbar. 
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Tab. 6-2: Repression von p53-Targets nach Zytostatikabehandlung. 
In der Literatur als p53-reprimierbar beschriebene Gene, die in mindestens einem Zellmodell mit Wildtyp-p53-Protein nach 24 und/oder 72 h durch 
mindestens vier Zytostatika herabreguliert wurden. 
†[GeneID]: Repression auch in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikaexposition. 
Aus den entsprechenden Spalten ist abzulesen, durch welche Zytostatika das Gen in der betreffenden Zelllinie zum angegebenen Zeitpunkt repri-
miert (↓) wurde. Die Literaturstellen, welche eine p53-abhängige Reduktion der Expression beschreiben, sind jeweils angegeben (Spalte „p53-
Regul.“), ebenso Publikationen, die über eine Repression nach Zytostatikabehandlung berichten (Spalte „Zytost.-Literatur“). 
 
Tab. 6-3: Deregulation von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen nach Zytostatikabehandlung. 
Gene, die in mindestens einem Zellmodell nach 24 und/oder 72 h durch mindestens vier Zytostatika differenziell reguliert wurden und die Proteine 
kodieren, die laut Literatur eine Rolle im Zellzyklus oder in der DNA-Damage-Response spielen. 
Aus den entsprechenden Spalten ist abzulesen, durch welche Zytostatika das Gen in der betreffenden Zelllinie zum angegebenen Zeitpunkt indu-
ziert oder reprimiert wurde. Symbole: ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
Die Literaturstellen, welche eine E2F-abhängige Expression beschreiben, sind jeweils genannt (Spalte „E2F-Regul.“), ebenso Publikationen, die 
über eine den vorliegenden Befunden entsprechende Deregulation nach Zytostatikabehandlung berichten (Spalte „Zytost.-Literatur“). Die Publika-
tion von Chang et al., in der nach Adriamycinbehandlung seneszenzassoziierte Gene gefunden wurden (s.3.2.8.2.7), ist in der Spalte „Zytost.-
Literatur“ grün markiert. 
 
Tab. 6-4: Deregulation von RNA-Prozessierungs-Genen nach Zytostatikabehandlung. 
Gene, deren Produkte verschiedene Funktionen im RNA-Metabolismus erfüllen und die in mindestens einer Wildtyp-p53-Zellart durch die Mehrzahl 
der Zytostatika herabreguliert wurden (↓ = reprimiert). Da keines der gezeigten Gene bereits nach 24 h durch vier oder mehr Zytostatika reprimiert 
wurde, sind nur die 72 h-Daten gezeigt. 
Aus den entsprechenden Spalten ist abzulesen, durch welche Zytostatika das Gen im betreffenden Zellsystem reprimiert wurde. Publikationen, die 
über eine Repression nach Zytostatikabehandlung berichten, sind angegeben (Spalte „Zytost.-Literatur“). 
 
Tab. 6-5: Deregulation von Immunantwortgenen nach Zytostatikabehandlung. 
Gene, die in mindestens einem Zellmodell nach 24 und/oder 72 h durch mindestens vier Zytostatika dereguliert wurden und die als Zytokine fungie-
ren, deren Expression durch Zytokine induziert wird oder die anderweitig die zelluläre Immunantwort modulieren. Publikationen, die über eine den 
vorliegenden Befunden entsprechende Deregulation nach Zytostatikabehandlung berichten, sind angegeben (Spalte „Zytost.-Literatur“). 
Die 24 h-Daten von HMEC-Zellen sind nicht gezeigt, da hier keinerlei Immunantwortgene differenziell exprimiert waren. ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
 
Tab. 6-6: Deregulation von Adhäsionsmolekülen nach Zytostatikabehandlung. 
Gene, die in mindestens einem Zellmodell nach 24 und/oder 72 h durch mindestens vier Zytostatika dereguliert wurden und die eine Rolle bei der 
Adhäsion bzw. der Reorganisation des Zytoskeletts spielen. Die 24 h-Daten von HT-29-Zellen sind nicht gezeigt, da hier keinerlei Deregulation von 
Adhäsionsgenen festzustellen war. ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. Publikationen, die über eine den vorliegenden Befunden entsprechende Deregula-
tion nach Zytostatikabehandlung berichten, sind angegeben (Spalte „Zytost.-Literatur“). 
 
Tab. 6-7: Repression von Genen der Unfolded Protein Response nach Zytostatikabehandlung. 
Gene, die in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung reprimiert waren und für an der UPR beteiligte Proteine kodieren. Publikationen, 
die über eine Repression nach Zytostatikabehandlung berichten, sind angegeben (Spalte „Zytost.-Literatur“). 
 
Tab. 6-8: Induktion von p53-Targets nach MDM2-Silencing und -Inhibitorbehandlung. 
Gene, die laut Literatur durch p53 induziert werden können (Spalte „p53-Regul.“) und durch M5, M6 und/oder den MDM2-Inhibitor R206-0270 in 
MCF-7- und/oder HCT-116-Zellen hochreguliert wurden. Sofern ein Gen auch durch M8 moduliert wurde, ist dies angegeben. ↑ = induziert. 
 
 
                                                                                                                                                                               
Informationen über die biologische Funktion der kodierten Proteine sind der Spalte „Funktion“ zu entnehmen. Ein Fragezeichen in dieser Spalte 
zeigt an, dass die Aufgabe des jeweiligen Proteins unbekannt ist bzw. die beschriebene Funktion nur vermutet wird. Die Quellen für die funktionelle 
Beschreibung der Gene sind angegeben, hierbei steht EG für Informationen aus der NCBI-Datenbank Entrez Gene. 
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Tab. 6-9: Repression von p53-Targets nach MDM2-Silencing und -Inhibitorbehandlung. 
Gene, die laut Literatur durch p53 reprimiert werden können (Spalte „p53-Regul.“) und durch M5, M6 und/oder den MDM2-Inhibitor R206-0270 in 
MCF-7- und/oder HCT-116-Zellen herabreguliert wurden. Sofern ein Gen auch durch M8 moduliert wurde, ist dies angegeben. ↓ = reprimiert. 
 
Tab. 6-10: Deregulation von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen nach MDM2-Silencing und -Inhibitorbehandlung. 
Gene mit Einfluss auf Zellzyklus oder DNA-Damage-Response, die von den siRNAs M5, M6 und/oder dem Inhibitor R206-0270 in MCF-7- und/oder 
HCT-116-Zellen signifikant dereguliert wurden. Sofern auch M8 die Expression des betreffenden Gens modulierte, ist dies mit angegeben. Litera-
turdaten zur transkriptionellen Regulation durch E2F finden sich in der Spalte „E2F-Regul.“, Daten zur Regulation durch p53 in der Spalte „p53-
Regul.“. ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
 
Tab. 6-11: Deregulation von Adhäsionsmolekülen nach MDM2-Silencing und -Inhibitorbehandlung. 
Gene, die an Adhäsion oder Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt sind und die von den siRNAs M5, M6 und/oder dem Inhibitor R206-0270 in 
MCF-7- und/oder HCT-116-Zellen signifikant dereguliert wurden. Sofern auch M8 die Expression des betreffenden Gens modulierte, ist dies mit 
angegeben. ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
 
Tab. 6-12: Weitere nach MDM2-Silencing in MCF-7-Zellen deregulierte Gene. 
Gene, die in MCF-7-Zellen sowohl durch M5 als auch M6 signifikant dereguliert wurden und weder bekanntermaßen p53-Targets sind noch Rollen 
in Zellzyklus, DNA-Damage-Response oder Adhäsion spielen. Sofern auch M8 oder R206-0270 die Expression des betreffenden Gens modulierten, 
ist dies mit angegeben. ↑ = induziert, ↓ = reprimiert. 
 
Tab. 6-13: Weitere nach MDM2-Silencing in HCT-116-Zellen deregulierte Gene. 
Gene, die in HCT-116-Zellen sowohl durch M5 als auch M6 signifikant dereguliert wurden und weder bekanntermaßen p53-Targets sind noch Rol-
len in Zellzyklus, DNA-Damage-Response oder Adhäsion spielen. Sofern auch M8 oder R206-0270 die Expression des betreffenden Gens modu-


































































































































































reguliert Motilität und Proliferation, wirkt anti-
invasiv (EG, [28]) 
reversible Phosphorylierung von Adeninnu-
kleotiden, Rolle in p53-vermitteltem Zellzyk-
lusarrest? (EG, [19]) 
proangiogen, Rolle in Lipid- oder Glucose-
stoffwechsel?; induziert durch Hypoxie [29, 
30] 
Transporter für Wasser und Glycerol; indu-
ziert durch osmotischen Stress  [20, 31] 
Transkriptionsfaktor (vorwiegend reprimie-
rend), involviert in Stressantwort, Wachs-
tumsregulation, Zellzykluskontrolle; induziert 
durch JNK-Signalweg, IL6, p53 (EG, [6, 22]) 
proapoptotisches BCL2-Familienmitglied, 
bildet Homooligomere, heterodimerisiert mit 
BCL2 und BCL-xL, vermittelt Cytochrom c-
Freisetzung aus den Mitochondrien, wichtig 
für p53-vermittelte Apoptose, durch p53 
transkriptionell und auf Proteinebene akti-
viert, stimuliert durch BID, BAD und BBC3 
(EG, [32-34]) 
proapoptotisch, interagiert mit BCL-xL, för-
dert Multimerisierung von BAX, fördert Cy-
tochrom c-Freisetzung aus den Mito-
chondrien, wichtig für p53-vermittelte Apop-
tose [25, 26, 33] 
inhibiert G1/S-Transition durch Einfluss auf 
RB und die Transkription von Cyclin D1 und 
Cyclin E, transkriptioneller Koregulator [35] 
komplexiert mit CDK4 und CDK6, essenziell 
für G1/S-Transition, inaktivierende Phospho-
rylierung von RB, bei Überexpression onko-
gen oder proapoptotisch; induziert durch 
p53, RB und Mitogene (vermittelt durch 
PI3K/AKT- oder Wnt/β-Catenin-Signalweg) 
(EG, [36, 37]) 
interagiert mit p53, MDM2 und ARF, posi-
tiver oder negativer Regulator der p53-
abhängigen Stressantwort; durch MDM2 
ubiquitiniert ( Abbau), vermittelt G1- und 
G2/M-Arrest; zellzyklusabhängige Expres-
sion, Induktion durch DNA-Schädigung [46-
49] 
Rolle in Immunantwort, inhibiert Komple-
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[3, 17, 18, 
21] 
Funktion 
CDK-Inhibitor, inhibiert G1/S-Transition, 
beteiligt an G2/M-Checkpoint und DNA-
Reparatur, proapoptotisch, induziert Senes-
zenz (EG, [2, 7, 51-53]) 
beteiligt an Lipid- und Arzneistoffmetabolis-
mus (EG) 
Substratadhäsionsmolekül (SAM), Bestand-
teil der ECM, moduliert Adhäsion, interagiert 
mit β-Integrinen, Rolle in Tumorwachstum 
und Metastasierung?, antiapoptotisch [54, 
55] 
Wachstumsfaktor, moduliert integrinabhän-
gige Adhäsion, vermittelt Reorganisation 
des Zytoskeletts, fördert Expression von 
FN1, stimuliert oder inhibiert Proliferation, 
Migration und Metastasierung, beeinflusst 
ERK-, AKT- und Wnt-Signalwege; induziert 
durch mitogene Faktoren, z. B. TGFβ [56-60] 
potenzieller Vermittler der p53-abhängigen 
Apoptose [42] 
beteiligt an DNA-Reparatur (NER) [43] 
schützt Zellen vor Apoptose nach Stress 
(ROS, Hypoxie, DNA-Schädigung), pro-
apoptotisch? [44, 61, 62] 
inhibiert MAPK-Signalweg, beteiligt am p53-
abhängigen G1-Arrest, antiapoptotisch 
durch Hemmung des JNK-Signalwegs, anti-
proliferativ, beteiligt an Seneszenz; durch 
ERK phosphoryliert und stabilisiert (negati-
ver Feedback), erhöhte oder erniedrigte Ex-
pression in Tumoren beschrieben; induziert 
durch Hitzeschock, oxidativen Stress und 
Onkogene (EG, [45, 63-66]) 
Target des Wnt-Signalwegs, stimuliert Proli-
feration und inhibiert Differenzierung [80] 
Death receptor, stimuliert nach Aktivierung 
durch FASL den extrinsischen Weg der 
Apoptose via FADD und Caspaseaktivieung, 
reguliert MAPK-Signalwege und vermittelt 
Aktivierung von NFκB; induziert durch p53 
und proinflammatorische Zytokine (IL1β, 






















































interacting protein 2 
damage-specific dna 






cortex (with btb-like 
domain) 
































































































































































Elektronentransport von NADPH zu Cyto-
chrom P450, sensibilisiert Zellen gegen 
oxidativen Stress und Zytostatika, feed-
forward-loop mit p53, beteiligt an p53-ver-
mittelter Apoptose [73, 75] 
transkriptioneller Koaktivator, Transaktivie-
rung von Targets von AP-1, NFκB und des 
Wnt-Signalwegs, Interaktion mit BRCA1 
verstärkt transkriptionelle Aktivität, proapop-
totisch; induziert durch RHO-Signalweg und 
serum response factor [76, 77, 86-89] 
vermittelt dsRNA-induzierte Signale, beteiligt 
an antiviraler Abwehr, stimuliert Proliferation 
von NK-Zellen, ubiquitinähnlich, wird nach 
IFN-Stimulation durch Ubiquitinligasen mit 
zellulären Proteinen konjugiert; induziert 
durch IFNs [78, 90-92] 
beteiligt an G2-Checkpoint: Reduktion der 
nukleären Cyclin B-Konzentration, Rolle in 
DNA-Reparatur, antiproliferativ, interagiert 
mit p21, PCNA und NPM1; stressinduziert 
(EG, [93-95]) 
TGFβ-Familie, antiproliferativ und antitumo-
rigen, Stress-Antwort, hemmt Adhäsion und 
induziert Apoptose [69, 96, 97] 
antioxidativ (Glutathion), schützt Zellen vor 
FAS-vermittelter Apoptose [98] 
Tumorsuppressor, pro- oder antiapoptotisch, 
Rolle in Seneszenz [99, 100] 
Glutathionbiosynthese, antioxidative Stress-
antwort (EG) 
schützt Zellen vor oxidativem Stress, anti-
apoptotisch, induziert durch Stressfaktoren 
und Zytokine (vermittelt durch NFκB) [101-
103] 
Vermittlung mitogener Signale? (EG) 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), Komponente 
von Integrin-Heterodimeren, assoziiert mit 
ECM-Proteinen, vermittelt Adhäsion, Migra-
tion und Invasion (EG, [113]) 
Zytokeratin, überexprimiert in Tumoren, Ex-
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milie (Ig-CAM), fördert Tumorprogression 
und -migration, aktiviert ERK-Signalweg, 
stimuliert Expression motilitätsfördernder 
Proteine (Integrine, RHO-GTPasen und 
Cathepsine) [116, 117] 
Adaptorprotein in Death receptor-vermittel-
ten Signalwegen, interagiert mit FADD, 
MADD und CRADD, proapoptotisch, wichtig 
für p53-abhängige Apoptose, aktiviert Cas-
pase-2 (EG, [107]) 
Antagonist von p53, vgl. Haupttext 
Transportprotein, Rolle in Multidrug-Resis-
tenz, Scaffoldprotein für SHP2 und ERK im 
Rahmen des EGF-Signalwegs?, anti-
apoptotisch [105, 118] 
Neurofilament-Bestandteil (EG) 
neuronales Adhäsionsprotein [119] 
proapoptotisch, wichtig für p53-abhängige 
Apoptose [110] 
beteiligt an Zentriolenduplikation vor der 
G1/S-Transition [120] 
proapoptotisches Mitglied der BCL2-Familie, 
interagiert mit antiapoptotischen BCL2-Pro-
teinen, vermittelt Freisetzung von Cyto-
chrom c aus Mitochondrien und Aktivierung 
von Caspase-9, vermittelt p53- und stress-
abhängige Apoptose, induziert durch Hyp-
oxie und während Differenzierung [121-124] 
inhibiert p38-MAPK-vermittelte Phosphory-
lierung von p53, supprimiert p53-abhängige 
Transkription und Apoptose, negative Feed-
backschleife mit p53, Onkogen, interagiert 
mit UNG2 und unterdrückt DNA-Reparatur 
(BER) (EG, [127, 128]) 
Untereinheit von AMPK (AMP-activated 
protein kinase) mit Adaptorfunktion; AMPK 
überwacht zellulären Energiestatus und 
fungiert als Stresssensor, inhibiert Prolifera-
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wichtig für p53-abhängige Apoptose, inter-
agiert mit BAX, aktiviert Caspasen, induziert 
Cytochrom c-Freisetzung aus Mitochon-
drien, fördert Sensibilität gegenüber Zyto-
statika, moduliert NFκB-Signalweg; verrin-
gerte Expression in Tumoren [106, 129-131] 
? 
beteiligt am Schutz vor oxidativem Stress; 
induziert durch antiproliferative Signale [132, 
133] 
inhibiert Plasminogenaktivatoren (uPA, tPA), 
beteiligt an Adhäsion, interagiert mit Vitro-
nectin, moduliert Proliferation und Invasion; 
Überexpression korreliert mit schlechter 
Prognose von Tumorpatienten [134-136] 
Mitglied der GADD-Familie (growth arrest- 
and DNA damage-inducible), Wachstumsre-
gulation? [137] 
beteiligt an G2-Checkpoint, hemmt CDC2, 
positive Feedbackschleife mit p53: inhibiert 
MDM2-vermittelten p53-Export und -Abbau 
und stimuliert p53-Aktivierung [52, 138, 139] 
Bestandteil des Zytoskeletts, assoziiert mit 
Actin-Stressfasern, beteiligt an Adhäsion 
(EG, [17]) 
transkriptioneller Regulator, beteiligt an 
Apoptose, aber auch Tumorigenese (EG) 
interagiert mit (Immun-)Proteasom, Überträ-
ger degradierter Peptide auf MHC-I-Molekü-
le ( Antigenpräsentation, Immunantwort); 
induziert durch p53, IFNγ, TNFα [140, 147-
149] 
Wachstumsfaktor, Ligand von EGFR, akti-
viert ERK/MAPK-Signalweg, antiapoptotisch 
durch Antagonisierung SRC-, BCL-xL- und 
FAS-abhängiger Apoptose, inhibiert Anoikis, 
moduliert Adhäsion und Motilität [150-152] 
TGFβ-Rezeptor, Tumorsuppressor?, jedoch 
auch proliferationsfördernde Effekte in Tu-
moren, vermittelt heterogene Effekte von 
TGFβ [153, 154] 
Substratadhäsionsmolekül (SAM), Bestand-
teil der ECM, vermittelt Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Adhäsion, interagiert mit FN1, Kolla-
genen, Integrinen u. a., stimuliert oder inhi-
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Death receptor, vermittelt nach Aktivierung 
durch TRAIL extrinsischen Weg der Apop-
tose, Tumorsuppressor?, vermittelt Aktivie-
rung von NFκB (EG, [155, 156]) 
induziert durch genotoxische Agenzien [144] 
an p53-vermittelter Apoptose beteiligt? (EG) 
Adaptormolekül an Neurotrophinrezeptor 
NTSR1, inhibiert NFκB-Aktivierung, aktiviert 
p70S6K und JNK, pro- oder antiapopto-
tische Wirkung; induziert durch TNFα (EG, 
[141, 157, 158]) 
in Melanozyten beteiligt an Melanin-Synthe-
se als Schutz vor UVB-Strahlung [145], 
weitere Funktionen? 
Rolle in p53-abhängiger Stressantwort? 
[146] 
DNA-Reparatur im Komplex mit RAD23B 
(GG-NER), Detektion der DNA-Schädigung, 
wird durch DDB2 zur geschädigten DNA 
rekrutiert und rekrutiert selbst weitere NER-
Faktoren; induziert durch p53 und BRCA1, 
vermittelt Aktivierung des p53-Signalwegs 
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tRNA-Synthetase, beteiligt an Translation 
(EG) 
katalysiert Hydrolyse von Acylphosphaten 
(EG) 
? 
GTPase der ARF-Familie, reguliert Faltung 
von β-Tubulin, beeinflusst Dynamik der 
Mikrotubuli, mögliche Rolle in Apoptose 
[167, 168] 
reguliert Mitose und Zytokinese, interagiert 
mit Aurora B und INCENP, antiapoptotisch, 
reguliert Transkription von Proteinen der 
p53-Familie [169-172] 
beteiligt an verschiedenen Checkpoints, 
Rolle in DNA-Reparatur und -Rekombina-
tion, Bestandteil des BASC-Komplexes, 
Transkriptionsfaktor, Tumorsuppressor (EG, 
[169, 173-176]) 
beteiligt am Spindelcheckpoint [177] 
Komplex mit CDC2 vermittelt G2/M-Trans-
ition; phosphoryliert durch PLK1 (EG, [178]) 
Komplex mit CDC2 vermittelt G2/M-Transi-
tion (EG) 
bildet Komplex mit A- und B-Cyclinen, ver-
mittelt G2/M-Transition, aktiviert durch 
CDC25C, auch an G1/S-Transition beteiligt 
(EG, [174]) 
bildet APC/CDC20-Komplex mit E3-Ligase-
Aktivität, vermittelt Ubiquitinierung von Se-
curin und leitet Anaphase ein, Angriffspunkt 
des Spindelcheckpoints [179-181] 
aktiviert CDC2-Cyclin B-Komplex durch De-
phosphorylierung, fördert G2/M-Transition, 
phosphoryliert durch MELK, onkogene Ei-
genschaften (EG, [182]) 
Bestandteil des pre-RC, rekrutiert MCM-
Komplex, beteiligt am S-Phasen-Check-
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bildet Komplex mit A- und E-Cyclinen, ver-
mittelt G1/S-Transition; aktiviert via Phos-
phorylierung durch CAK (Cyclin H-CDK7-
MAT1) und Dephosphorylierung durch 
CDC25A, negativ reguliert durch p21, 
p27Kip1 und p57Kip2; phosphoryliert 
MDM4, welches daraufhin nukleären Export 
von MDM2 vermittelt (EG, [51, 184, 188, 
189]) 
negative Regulation der CDK2-Aktivierung, 
inhibiert G1/S-Progression (EG) 
beteiligt an G1/S-, S- und G2-Checkpoint, 
inhibiert CDC25-Proteine, phosphoryliert 
p53, stimuliert DNA-Reparatur; reguliert 
durch ATR (und ATM) [174, 190] 
Bestandteil der CDC28-Kinase, interagiert 
mit CDC2-Cyclin B [191] 
beteiligt an Schwesterchromatidkohäsion 
und Chromosomensegregation, Bestandteil 
des Cohesin-Komplexes, Expression durch 
Wnt/β-Catenin-Signalweg gesteuert [192] 
phosphoryliert Desoxyribonukleoside (EG) 
vermittelt Proteinfaltung u./o. -export, inter-
agiert vermutlich mit HSP70-Proteinen [193] 
phosphoryliert dTMP zu dTDP, beteiligt an 
Elongation während DNA-Replikation [194] 
transkriptioneller Repressor, Histon-
methyltransferase, rekrutiert HDAC1 und 
verringert Zugänglichkeit der DNA für akti-
vierende Transkriptionsfaktoren, fördert 
Proliferation (u. a. durch Derepression von 
Cyclin A), Onkogen? [185, 195, 196] 
beteiligt an Fettsäuretransport oder -
metabolismus (EG) 
beteiligt an Fettsäuresynthese, Rolle in Zy-
tostatikaresistenz? (EG, [197]) 
Calcineurininhibitor, bindet an Immunsup-
pressiva FK506 und Rapamycin, proapop-
totisch (EG, [198]) 
Mitglied der H2A-Histonfamilie, Bestandteil 
von Nukleosomen (EG) 
beteiligt an Chromosomenkondensation und 
-segregation, Bestandteil des Condensin-
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fördert DNA-Flexibilität, wichtig für DNA-
Reparatur, -Rekombination und Transkrip-
tion (EG, [200]) 
stabilisiert mitotischen Spindelapparat, inter-
agiert mit Dynein; Onkogen, beteiligt an Mig-
ration und Metastasierung (EG, [201, 202]) 
Bestandteil von hnRNPs, beteiligt am Splei-
ßen der prä-mRNA (EG) 
? 
Motorprotein der Kinesinfamilie, wichtig für 
Mikrotubulidynamik, interagiert mit PRC1 
(EG, [203]) 
Motorprotein der Kinesinfamilie, interagiert 
mit Ki67 [204] 
beteiligt am Import von RNAs und Proteinen 
in den Nukleus, vermittelt u. a. Import von 
CHEK2, interagiert mit Proteinen des NPC 
(nuclear pore complex) (EG, [205]) 
Bestandteil der inneren Kernmembran, inter-
agiert mit Chromatin, Rezeptor für Lamin B, 
wird während Mitose durch CDC2 phospho-
ryliert [206, 207] 
Funktion?, induziert durch BRCA1 [208] 
beteiligt am Spindelcheckpoint, überwacht 
Anheftung von Chromosomen an mitotische 
Spindelfasern, inhibiert APC/CDC20-
Komplex, Tumorsuppressor (EG, [181, 211]) 
Bestandteil des pre-RC, reguliert dessen 
Helikase-Aktivität, ATR-Substrat (EG, [179, 
188, 212]) 
Bestandteil des pre-RC, interagiert mit 
CDK4, RB1 und Checkpointproteinen (EG, 
[179, 186, 188, 212]) 
beteiligt an mitotischer Progression, univer-
seller Marker für proliferierende Zellen, regu-
liert Chromatinstruktur [204, 213, 214] 
zentrale Rolle in DNA-Reparatur (MMR), 
bildet mit MSH2 MUTSα-Komplex, Bestand-
teil des BASC-Komplexes, interagiert mit 
p53, BLM, RAD51 [173, 215, 216] 
moduliert G1/S-Transition durch Vermittlung 
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beteiligt an Spindelformation und Chromoso-
mensegregation, wichtig für Zentrosomen-
integrität und -trennung, beteiligt am G2-
Checkpoint, phosphoryliert KNTC2 [218-
220] 
Kinase mit zentraler Rolle in Mitose, regu-
liert Spindelformation, vermittelt nukleäre 
Lokalisation von Cyclin B1 und CDC25C, 
Abbau von FBXO5, phosphoryliert z. B. 
KIFC1 [169, 178, 221-223] 
Transkriptionsfaktor, reguliert gemeinsam 
mit NRF-2 die Expression von SAT [224] 
Untereinheit von DNA-Polymerase δ, betei-
ligt an DNA-Replikation und -Reparatur, 
assoziiert mit PCNA [225] 
beteiligt an Spindelformation und Zytokine-
se, interagiert mit RACGAP1, KIF4A, KIF23 
und CENPE (EG, [203, 226]) 
antiapoptotisch durch Inhibition der Apopto-
sombildung, beteiligt an Chromosomende-
kondensation, fördert Zellproliferation, On-
kogen? [228-230] 
inhibiert Chromosomensegregation und 
dadurch Progression durch Anaphase durch 
Hemmung von ESPL1, Ubiquitinierungs-
substrat von APC/CDC20, wirkt onkogen 
und angiogen, moduliert p53-Funktion und -
Expression (EG, [227, 231]) 
beteiligt an Spindelformation und Zytokine-
se, interagiert mit PRC1; phosphoryliert 
durch Aurora B, reguliert RHO-A und 
CDC42 negativ [226, 232, 233] 
DNA-Helikase, Rolle in DNA-Replikation 
u./o. -Reparatur? [234] 
Bestandteil des RFC, beteiligt an Elongation 
während DNA-Replikation, Bestandteil des 
BASC-Komplexes, interagiert mit RAD17, 
beteiligt an DNA-Reparatur und Rerutierung 
des 9-1-1-Komplexes (EG, [173, 235]) 
Bestandteil des RFC, beteiligt an Elongation 
während DNA-Replikation, Rolle in DNA-Re-
paratur (EG) 
Bestandteil des Histondeacetylase-Komple-
xes zusammen mit HDAC1, HDAC2, SIN3 
u.v.a., beteiligt an transkriptioneller Repres-
sion, interagiert mit weiteren transkriptinellen 
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beteiligt an Fettsäuresynthese, reguliert 
Wachstum und Differenzierung [239] 
Anionentransporter [240] 
reguliert mitotischen Spindelapparat; 
phosphoryliert durch CDC2 (EG,[241]) 
reguliert Bildung und Stabilität der Spindelfa-
sern, essenziell für Zentrosomenduplikation, 
beteiligt an Chromosomensegregation, Akti-
vität wird über Autophosphorylierung regu-
liert (stimuliert durch TPX2), phosphoryliert 
CENPA und steuert dadurch korrekte Anhef-
tung der Spindelfasern an Kinetochoren, 
phosphoryliert p53 und fördert dessen Ubi-
quitinierung durch MDM2, Onkogen (EG, 
[246-248]) 
mitotischer Regulator, induziert Depolymeri-
sation von Mikrotubuli (EG) 
beteiligt an Chromosomenkohäsion, inter-
agiert mit Cohesin-Komplex [249] 
Kontrolle der DNA-Topologie, beseitigt Tor-
sionsstress während DNA-Replikation und 
Transkription (EG) 
beteiligt an Spindelformation, rekrutiert 
Aurora A zum Spindelapparat und stimuliert 
ihre Autophosphorylierung, interagiert mit 
KPNB1 [246, 250, 251] 
assoziiert mit Mikrotubuli-Zytoskelett [252] 
wandelt dUMP in dTMP um, kritisch für 
DNA-Replikation und -Reparatur (EG) 
Ubiquitin-E2-Enzym, vermittelt Abbau mitoti-
scher Cycline, beteiligt an Zellzyklusprogres-
sion (EG, [253]) 
Ubiquitin-E2-Enzym (EG) 
katalysiert Deubiquitinierung [254] 
beteiligt am G2-Checkpoint, katalysiert inhi-
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s. Tab. 6-1 
Histonchaperon, vermittelt Nukleo-
somenbildung während Replikation 
und DNA-Reparatur (NER), Rolle 
in Chromatinremodeling, interagiert 
mit CHAF1A/B [260, 261] 
stimuliert Kinaseaktivität von 
CDC7, essenziell für Aktivierung 
von Replikationsursprüngen und 
G1/S-Transition [262] 
beteiligt an Funktion des mitoti-
schen Spindelapparats [263] 
reguliert Chromosomenkondensa-
tion, -ausrichtung, -segregation und 
Zytokinese, interagiert mit Survivin 
und INCENP, phosphoryliert Histon 
H3 und CENPA, steuert korrekte 
Anheftung der Spindelfasern an 
Kinetochoren, vermittelt Lokalisa-
tion von Checkpointproteinen 
(BUBR1, MAD2, CENPE) an Kine-
tochoren [170, 171, 246, 247, 264] 
bildet Komplex mit BRCA1 und 
CSTF1, Sensor für DNA-Schäden, 
beteiligt an G1/S-Arrest, Rolle in 
Apoptose, Rolle in ATM/ATR-
vermittelter p53-Phosphorylierung, 
Tumorsuppressor [265-267] 
beteiligt an Chromatinremodeling 
während DNA-Replikation [268] 
s. Tab. 6-2 
Helikase und ATPase mit Rolle in 
DNA-Rekombination, Bestandteil 
des BASC-Komplexes, interagiert 
mit p53, WRN und FEN1 (EG, 
[173, 269-271]) 
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beteiligt an DNA-Reparatur und -Re-
kombination, reguliert RAD51, mo-
duliert Zellzyklusprogression, inter-
agiert mit FA-Proteinen, Tumorsup-
pressor (EG, [175, 274, 275]) 
Helikase, interagiert mit BRCA1, 
beteiligt an DNA-Reparatur [276] 
beteiligt an Chromosomenkonden-
sation und Schwesterchromatiden-
segregation, Bestandteil des Con-
densin-Komplexes (EG, [277]) 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-2 
beteiligt an Spindelcheckpoint, 
hemmt APC durch Interaktion mit 




Cysteinprotease, beteiligt an Migra-
tion, lysiert Zytoskelett- und Adhä-
sionsproteine, u. a. FAK und Paxil-
lin, interagiert mit ERK, vermittelt 
Chromosomenausrichtung während 
Mitose [279-281] 
beteiligt an Assoziation und Segre-
gation von Schwesterkinetochoren, 
vermittelt Silencing der Genexpres-
sion in Heterochromatinregionen 
[282, 283] 
vermittelt im Komplex mit CDK2 
G1/S-Transition und S-Phasen-
Progression, vermittelt im Komplex 
mit CDC2 G2/M-Transition (EG, 
[287]) 
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Cyclin B1 und inhibiert dadurch 
G2/M-Progression, interagiert mit 
E2-Enzym UBE2L3 [288] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-1 
bildet Komplex mit CDK2, vermittelt 
G1/S-Transition, u. a. durch Phos-
phorylierung von RB1, beteiligt an 
prä-mRNA-Spleißen und Zentroso-
menduplikation [188, 289] 
an Checkpoints und Zellzyklusarrest 
beteiligt? [290] 
s. Tab. 6-1 
zellzyklusabhängige Expression, 
Induktion durch DNA-Schädigung 
(auch p53-unabhängig); vermittelt 
G1/S-Arrest [284, 291, 292] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
aktiviert CDK1- und CDC2-Cyclin-
Komplexe durch Dephosphorylie-
rung, beteiligt an G1/S- und G2/M-
Progression; Target des G1/S- und 
S-Phasen-Checkpoints (EG, [174, 
285]) 
s. Tab. 6-2 
aktiviert CDC2-Cyclin B-Komplex 
durch Dephosphorylierung, fördert 
G2/M-Transition; Angriffspunkt des 
G2-Checkpoints (EG, [169, 293]) 
beteiligt an Initiation der DNA-
Replikation, interagiert mit Polyme-
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s. Tab. 6-2 
phosphoryliert MCMs, essenziell für 
Aktivierung von Replikationsur-
sprüngen, Zielprotein des S-Pha-
sen-Checkpoints [174, 294] 
beteiligt an G2/M-Transition, not-
wendig für CDC2-Cyclin B-Aktivie-
rung, vermittelt Abbau von WEE1, 
wird während G1 durch APC abge-
baut [295] 
koexprimiert mit Zellzyklusgenen 
wie CDC2, CDC7, TOP2A, MKI67; 
Rolle in Zellzyklusprogression? 
[296] 
koexprimiert mit Zellzyklusgenen 
wie CDC2, CDC7, TOP2A, MKI67; 
Rolle in Zellzyklusprogression? 
[296] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-1 
negative Regulation der Komplexe 
von CDK4 und CDK6 mit D-Cycli-
nen, inhibiert G1/S-Transition (EG, 
[51]) 
s. Tab. 6-2 
Bestandteil des pre-RC, rekrutiert 
MCM-Komplex; inhibiert durch Inter-
aktion mit Geminin [179] 
histonartiges Zentromerprotein, 
vermittelt Anheftung von Kinetocho-
ren an Mikrotubuli; phosphoryliert 
durch Aurora A (EG, [247]) 
Motorprotein, beteiligt an Chromo-
somensegregation und Spindelelon-
gation, Teil des Spindelcheckpoints, 
interagiert mit BUB1B, PRC1 (EG, 
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Motorprotein, beteiligt an Chromo-
somensegregation (EG) 
Histonchaperon, vermittelt Nukleo-
somenbildung während der Repli-
kation und DNA-Reparatur, inter-
agiert mit ASF1A/B [260, 261] 
Guaninnukleotid-Austauschfaktor für 
RAN, beteiligt an Spindelformation, 
Chromosomensegregation und 
nukleozytoplasmatischem Trans-
port; phosphoryliert durch CDC2 
[297, 298] 
s. Tab. 6-2 
beteiligt am S- und G2/M-Check-
point, inhibiert CDC25-Proteine, 
stimuliert DNA-Reparatur, interagiert 
mit BRCA1; reguliert durch ATM 
(und ATR) (EG, [174, 190]) 
reguliert G2/M-Transition und Zyto-
kinese, Target des RHO-Signal-
wegs, phosphoryliert leichte Ketten 
von Myosin [299, 300] 
Komponente des SCF-Komplexes, 
Interaktion mit CDK2-Cyclin-Kom-
plexen, Bestandteil der CDC28-
Kinase, moduliert Expression von 
CDC20, wichtig für Mitose, Ubiqui-
tinierungssubstrat von APC/CDH1 
[188, 301-303] 
s. Tab. 6-2 
beteiligt an Chromosomenkonden-
sation, Bestandteil des Condensin-
Komplexes [305] 
beteiligt am Spindelcheckpoint, 
Einfluss auf nukleozytoplasmati-
schen Transport durch Reexport 
von Importin α, Rolle in Adhäsion 
und Apoptose [306] 




















































homolog (s. pombe) 
chk2 checkpoint 













































































































































































































































































Bestandteil eines alternativen RFC, 
gewährleistet Schwesterchromatid-
kohäsion, interagiert mit PCNA [307] 
s. Tab. 6-2 
vermutlich beteiligt an Reparatur 
von Doppelstrangbrüchen [308] 
s. Tab. 6-1 
beeinflusst nukleosomale DNA-
Topologie und verringert Effizienz 
der DNA-Replikation, transkriptio-
neller Koaktivator, beteiligt am prä-
mRNA-Spleißen [309, 310] 
katalysiert Reduktion von Dihydro-
folat zu Tetrahydrofolat Expression 
bei G1-Arrest reprimiert  [304] 
Rolle in Mitose und Zytokinese, in-
teragiert mit PKD2, beteiligt an Re-
organisation des Zytoskeletts [311] 
während Mitose an den Spindelpo-
len lokalisiert, beteiligt an Adhäsion 
[312] 
DNA-Helikase, beteiligt an DNA-Re-
plikation [313] 
vermittelt Methylierung neu replizier-
ter DNA, beteiligt an DNA-Reparatur 
(MMR), interagiert mit PCNA, Re-
pression der E2F-abhängigen 
Transkription [314-316] 
vermittelt Methylierung neu repli-
zierter DNA, beteiligt an Chromo-
somenkondensation während Mito-
se (EG, [199]) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-1 
hydrolysiert dUTP zu dUMP, wichtig 
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2, 48kda 












































































































































































































































zahlreiche an DNA-Replikation, -Re-
paratur, Mitose und Checkpoints 
beteiligte Zielgene, wird durch Asso-
ziation mit RB1 in Repressor ver-
wandelt [257, 258, 272, 273] 
beteiligt an Spindelformation und 
Zytokinese (EG, [318]) 
beteiligt an Spindelformation und 
Chromosomensegregation, reguliert 
CDC14, assoziiert mit Securin, spal-
tet Cohesin-Untereinheit RAD21 
[319, 320] 
fungiert als Exo- und Endonuklease 
und als RNase H, beteiligt an DNA-
Replikation und -Reparatur, Rolle 
bei Aktivierung des S-Phasen-
Checkpoints, interagiert mit MSH2, 
WRN (EG, [322-324]) 
Bestandteil des FA-Komplexes, 
beteiligt an DNA-Reparatur, Schutz 
vor Chromosomenbrüchen [175] 
Bestandteil des FA-Komplexes, 
beteiligt an DNA-Reparatur, Schutz 
vor Chromosomenbrüchen [175] 
Bestandteil des FA-Komplexes, 
fungiert als Adaptorprotein, beteiligt 
an DNA-Reparatur, Schutz vor 
Chromosomenbrüchen [175, 325] 
Bestandteil des FA-Komplexes, be-
teiligt an DNA-Reparatur, Schutz vor 
Chromosomenbrüchen, Interaktion 
mit BRCA2 [175, 326] 
inhibiert APC/CDH1 und APC/ 
CDC20, reguliert Eintritt in S-Phase 
und Progression durch frühe Mitose; 
Abbau durch PLK1 reguliert (EG, 
[222, 321]) 
Exo- und Endonuklease, beteiligt an 
DNA-Replikation (entfernt RNA-
Primer) und an DNA-Reparatur, 
interagiert mit PCNA, BLM u. a. (EG, 
[215, 327, 328]) 
lokalisiert an Kinetochoren, beteiligt 












































forming sequence 2 
oncogene 
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Cyclin B1 und D1 und weitere für 
Replikation und Mitose wichtige 
Targets [330, 331] 
inhibiert prä-mRNA-Spleißen in 
mitotischen Zellen, interagiert mit 
FUS (EG, [332]) 
Transkriptionsfaktor, transaktiviert 
Aurora A und RB1 (EG, [334, 335]) 
s. Tab. 6-1 
inhibiert CDT1 und hemmt Initiation 
der DNA-Replikation; Substrat von 
APC/CDC20 [213, 336] 
reguliert G-Protein-Signale, modu-
liert Spindelorganisation [201, 337] 
s. Tab. 6-2 
fördert DNA-Flexibilität, wichtig für 
DNA-Reparatur, -Rekombination 
und Transkription (EG, [200]) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
Motorprotein der Kinesinfamilie, be-
teiligt an Chromosomenpositionie-
rung, Zentrosomentrennung und 
Ausbildung des mitotischen Spindel-
apparats (EG) 
Motorprotein der Kinesinfamilie 
Motorprotein der Kinesinfamilie 
Motorprotein der Kinesinfamilie 
[338] 
Motorprotein der Kinesinfamilie, be-
teiligt an Ausrichtung der Chromo-
somen während der Metaphase, 

























































ga binding protein 
transcription factor, 
beta subunit 2, 
47kda 







like, c. elegans) 
chromosome con-














































































































































































































































































s. Tab. 6-2 
Motorprotein der Kinesinfamilie, be-
teiligt an Chromosomenpositionie-
rung und Zentromerteilung; phos-
phoryliert durch Aurora B (EG) 
Motorprotein der Kinesinfamilie, 
beteiligt an Chromosomenkonden-
sation und -segregation, Bestandteil 
des Condensin-Komplexes, inter-
agiert mit PRC1 [203, 340] 
Motorprotein der Kinesinfamilie, be-
teiligt an Zytokinese, interagiert mit 
Aurora B, PLK1 und CDC14; phos-
phoryliert durch PLK1 [223, 341] 
s. Tab. 6-2 
beteiligt an Chromosomensegrega-
tion, Rolle im Spindelcheckpoint 
(EG, [342]) 
beteiligt an Chromosomenausrich-
tung und -segregation, Rolle im 
Spindelcheckpoint, phosphoryliert 
durch NEK2 [218, 343, 344] 
s. Tab. 6-2 
DNA-Ligase, beteiligt an DNA-Repli-
kation und -Reparatur, interagiert 
mit PCNA und Polymerase β (EG, 
[345]) 
Bestandteil der nukleären Lamina, 
interagiert mit Thymopoietin, Rolle 
in DNA-Replikation [346, 347] 
Bestandteil der nukleären Lamina, 
Rolle in DNA-Replikation [348] 
s. Tab. 6-2 
phosphoryliert JUN und aktiviert 
dadurch Transkription, Rolle in 
Spindelformation und Chromoso-
mensegregation, beteiligt an Apop-
tose (EG, [349]) 
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protein kinase 9 
mcm2 minichromo-
some maintenance 




















































































































































































































































Bestandteil des pre-RC, ATM-
Substrat (EG, [179, 188, 212]) 
Bestandteil des pre-RC (EG, [179, 
188]) 
Bestandteil des pre-RC, interagiert 
mit Transkriptionsfaktor STAT1 (EG, 
[179, 188, 353]) 
Bestandteil des pre-RC [179, 186, 
188] 
s. Tab. 6-2 
beteiligt an Initiation der DNA-
Replikation, interagiert mit Polyme-
rase α und MCM2–7 [352] 
beteiligt an S- und G2-Checkpoints, 
phosphoryliert durch ATM/CHEK2, 
beteiligt an DNA-Reparatur (NHEJ), 
interagiert mit PRKDC [354-356] 
reguliert G2/M-Transition, phospho-
ryliert CDC25B, beteiligt an prä-
mRNA-Spleißen [182, 357] 
s. Tab. 6-2 
kinesinähnliches Motorprotein, 
phosphoryliert durch CDC2-Cyclin 
B, interagiert mit PIN1, beteiligt an 
Zytokinese [358, 359] 
phosphoryliert durch CDC2-Cyclin 
B, Funktion während Mitose [360] 
zentrale Rolle in DNA-Reparatur 
(MMR), bildet mit MSH6 MUTSα-
Komplex, Bestandteil des BASC-
Komplexes, interagiert mit p53, 






















































defcient 5, cell div-
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muts homolog 2, 
colon cancer, non-
polyposis type 1 (e. 
coli) 
















































































































































































Transkriptionsfaktor, beteiligt an 
G1/S- und G2/M-Transition; trans-
aktiviert CDC2, Cyclin D1, vermittelt 
Freisetzung von CDK2-Cyclin-Kom-
plexen aus Bindung mit p57Kip2 
oder p107 (EG, [361]) 
s. Tab. 6-2 
beteiligt am Spindelcheckpoint, ver-
mittelt p53-abhängige Apoptose, för-
dert jedoch auch Metastasierung 
[362-364] 
beteiligt an DNA-Reparatur (BER) 
[365] 
s. Tab. 6-2 
nukleoläres Phosphoprotein, betei-
ligt an Ribosomenbiogenese, Cha-
peronfunktion, wichtig für Zentro-
somenduplikation, Phosphorylie-
rungssubstrat von CDK2/Cyclin E; 
fungiert als Aktivator oder Repres-
sor von p53, interagiert mit MDM2 
und hemmt p53-MDM2-Wechsel-
wirkung; ARF fördert Polyubiquiti-
nierung und Abbau von NPM1; 
interagiert mit RB, moduliert Zell-
zyklusprogression, vermittelt Import 
von GADD45A in den Nukleus, 
wichtig für GADD45A-abhängigen 
G2/M-Arrest [94, 366-370] 
Bestandteil des NPC, beteiligt am 
Import in den Zellkern, assoziiert mit 
Importin α und β, Teil des NUP107-
160-Komplexes, während Mitose an 
Kinetochoren lokalisiert, spielt Rolle 
bei Zusammenlagerung der NPC-
Komponenten auf Chromatin nach 
der Mitose (EG, [371]) 
Bestandteil des NPC, Teil des 
NUP107-160-Komplexes, beteiligt 
am Transport in den und aus dem 
Zellkern, während Mitose an Kineto-
choren lokalisiert, spielt Rolle bei 
Zusammenlagerung der NPC-
Komponenten auf Chromatin nach 



































genic sperm protein 
(histone-binding) 
n-myc downstream 
regulated gene 1 
nei endonuclease 
VIII-like 3 (E. coli) 
nima (never in mi-
tosis gene a)-














































































































































































































Bestandteil des NPC, Teil des 
NUP107-160-Komplexes, beteiligt 
am Transport in den und aus dem 
Zellkern (u. a. am mRNA-Export), 
während Mitose an Kinetochoren 
lokalisiert , spielt Rolle bei 
Zusammenlagerung der NPC-
Komponenten auf Chromatin nach 
der Mitose [371, 372] 
spindelassoziiertes Protein 
katalysiert Umwandlung von Orni-
thin in Putrescin, generiert Polyami-
ne für mitotischen Spindelapparat 
und Chromatinkondensation [373] 
Bestandteil des ORC im pre-RC, 
rekrutiert MCM-Komplex (EG, [179]) 
Bestandteil des ORC im pre-RC, 
rekrutiert MCM-Komplex; Rolle in 
Mitose bei Chromosomenreplika-
tion, -segregation und Zytokinese 
(EG, [179]) 
vermittelt Poly(ADP)-Ribosylierung 
nukleärer Proteine, beteiligt an 
DNA-Reparatur [374] 
mögliche Rolle in DNA-Reparatur, 
essenziell für Progression durch 
Mitose [375] 
assoziiert mit CDK2-Cyclin-Komple-
xen, Kofaktor von Polymerase δ und 
 ε, erhöht Prozessivität der Lei-
strang-Synthese bei DNA-Replika-
tion, beteiligt an DNA-Reparatur 
(EG, [301, 376]) 
beteiligt an Verankerung von Mikro-
tubuli an Spindelpolen, wichtig für 
Chromosomenseparation und Zyto-
kinese [377, 378] 
reguliert Transkription und Transla-
tion, proapoptotisch und antiprolife-
rativ, beteiligt an G1/S-Arrest durch 
Induktion von p21, Tumorsuppres-
sor, Expression wird durch Zytokine 
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Regulator des zirkadianen Rhyth-
mus, beeinflusst Transkription, u. a. 
von Zellzyklusgenen (Cyclin A u. D), 
MDM2, GADD45A und MYC; Tu-
morsuppressor, beteiligt an DNA-
Damage-Response [381] 
synthetisiert Inosinmonophosphat 
im Rahmen der Purinbiosynthese, 
wichtig für DNA-Replikation und 
Transkription (EG) 
beteiligt an DNA-Replikation, Teil 
des GINS-(Go, Ichi, Nii, and San-) 
Komplexes [382] 
Untereinheit von PI3K, Komplex mit 
RB vermittelt G0/G1-Arrest; PI3K ist 
an zahlreichen Signalwegen betei-
ligt, aktiviert AKT1 und AKT2, wich-
tig für p21-Induktion nach p53-Akti-
vierung [383, 384] 
beteiligt am G2-Checkpoint, kataly-
siert inhibitorische Phosphorylierung 
von CDC2 (EG, [255]) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-1 
Kinase mit Rolle in Mitose [386] 
Bestandteil des DNA-Polymerase-α/ 
Primase-Komplexes, beteiligt an 
Initiation der DNA-Replikation und 
Elongation [387] 
Bestandteil des DNA-Polymerase-α/ 
Primase-Komplexes, beteiligt an 
Initiation der DNA-Replikation und 
Elongation [387] 
s. Tab. 6-2 
Untereinheit von DNA-Polyme-
rase δ, beteiligt an DNA-Replikation 
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(drosophila) 
















































































































































































































































rase ε, beteiligt an DNA-Replikation 
und -Reparatur, assoziiert mit PCNA 
[376] 
Untereinheit von DNA-Polyme-
rase ε, beteiligt an DNA-Replikation 
und -Reparatur, assoziiert mit PCNA 
[376] 
Untereinheit von DNA-Polyme-
rase ε, beteiligt an DNA-Replikation 
und -Reparatur, assoziiert mit 
PCNA, sequenzunspezifische Bin-
dung an DNA via histone-fold- Do-
mäne [376, 389] 
beteiligt am Abschluss der DNA-
Replikation und an Schwesterchro-
matidkohäsion während Mitose 
[391] 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-2 
Bestandteil des DNA-Polymerase-α/ 
Primase-Komplexes, Initiation der 
DNA-Replikation, Elongation, Syn-
these von Okazaki-Fragmenten 
(EG, [387]) 
Untereinheit von DNA-PK, beteiligt 
an DNA-Reparatur (NHEJ), inter-
agiert mit MDC1, vermittelt 
posttranslationale Modifikation von 
p53, Rolle in transkriptioneller Regu-
lation [52, 392, 393] 
Untereinheit der PPRibP-Synthe-
tase, diese reguliert Purin- und Py-
rimidinnukleotidbiosynthese [394] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
Checkpoint-Protein, beteiligt an Zell-
zyklusarrest während S-Phase und 
an DNA-Reparatur, interagiert mit 
RAD9A/B und HUS1 (9-1-1 Kom-

















































2 (p59 subunit) 
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Checkpoint-Protein, Sensor für 
DNA-Schäden, beteiligt an Zellzyk-
lusarrest während S-/G2-Phase, 
essenziell für DNA-Reparatur, akti-
viert durch ATR-vermittelte Phos-
phorylierung, interagiert mit RFC-
Proteinen, wird durch RPA rekrutiert 
und aktiviert, rekrutiert 9-1-1-Kom-
plex zu geschädigter DNA, beteiligt 
an DNA-Replikation, interagiert mit 
Polymerase ε (EG, [235, 397-399]) 
beteiligt an Schwesterchromatidko-
häsion während Mitose, Bestandteil 
des Cohesin-Komplexes, Spaltung 
durch ESPL1, Rolle in DNA-Repara-
tur (EG, [319, 400]) 
Rolle in DNA-Reparatur und homo-
loger Rekombination, interagiert mit 
BRCA1/2, RPA, RAD52 u.v.a. (EG, 
[392]) 
interagiert mit RAD51, vermutlich 
Rolle in DNA-Reparatur und -Re-
kombination [401] 
beteiligt an DNA-Rekombination und 
-Reparatur (EG, [392]) 
reguliert Funktionen von RAN im 
Zellzyklus, u. a. in DNA-Replikation 
[402] 
interagiert mit BRCA1, CTBP, RB1, 
Rolle in DNA-Reparatur, Check-
points und transkriptioneller Regu-
lation (EG) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
Bestandteil des RFC, beteiligt an 
Elongation während DNA-Replika-
tion, Bestandteil des BASC-Komple-
xes, interagiert mit RAD17, beteiligt 
an DNA-Reparatur und Rekrutirung 
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Bestandteil des RFC, beteiligt an 
Elongation während DNA-Replika-
tion, interagiert mit RAD17, beteiligt 
an DNA-Reparatur und Rekrutie-
rung des 9-1-1-Komplexes, inter-
agiert mit PCNA (EG, [235, 399]) 
degradiert RNA-DNA-Hybride, Rolle 
in DNA-Replikation und -Reparatur, 
interagiert mit FEN1 bei Entfernung 
der RNA-Primer [404] 
reguliert Organisation des Zytoske-
letts, hemmt Ausbildung von Actin-
Stressfasern, inhibiert integrinver-
mittelte fokale Adhäsion, antago-
nistisch zu RHO-A, inhibiert Proli-
feration und Eintritt in S-Phase, 
inhibiert RAS- und RAF-vermittelte 
Transformation [403, 405, 406] 
Bestandteil des RPA (replication 
complex A), beteiligt an DNA-Repli-
kation und -Reparatur, Rolle in ver-
schiedenen Checkpoints [174, 327, 
407, 408] 
beteiligt an DNA-Replikation, asso-
ziiert mit ssDNA, essenziell für Ini-
tiation von Checkpoints, rekrutiert 
ATR-TREX1-Komplex zu DNA-Lä-
sionen und stimuliert CHEK1-Akti-
vierung, beteiligt an DNA-Reparatur 
[392, 409-412] 
Biosynthese von Desoxyribonukleo-
tiden für die DNA-Replikation (EG, 
[413] 
Biosynthese von Desoxyribonukleo-
tiden für die DNA-Replikation und    
-Reparatur, interagiert mit p53 (EG, 
[413]) 
potenzielles Homolog des Check-
pointproteins BUB2, interagiert mit 
Tumorsuppressor NF2 (merlin) und 
unterstützt dessen antiproliferative 
Effekte [414] 
kooperiert mit p21 bei Inhibition von 
CDC2-Cyclin B-Komplexen, hemmt 
G2/M-Transition [415] 
Bestandteil des Spleißfaktors SF3B, 
beteiligt an Chromatin-Remodeling, 
Transkription, prä-mRNA-Spleißen 
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s. Tab. 6-2 
beteiligt an prä-mRNA-Spleißen, 
Rolle in DNA-Replikation und 
Transkription, interagiert mit PTBP1 
[416] 
beteiligt an Zentrosomenduplikation, 
Rolle im Spindelcheckpoint [340] 
generiert C1-Donor für Thymin- und 
Purinsynthese, wichtig für DNA-
Replikation und Transkription (EG) 
vermutlich Rolle in Mitose, koexpri-
miert mit Kinetochorproteinen [417] 
Bestandteil des SCF, Interaktion mit 
CDK2-Cyclin-Komplexen, beteiligt 
an Ubiquitinierung von p27Kip1, 
Ubiquitinierungssubstrat von 
APC/CDH1 [188, 301, 302, 418] 
beteiligt an Histon-Expression und 
S-Phasen-Progression [419] 
beteiligt an DNA-Replikation, Teil 
des GINS-Komplexes, gemeinsam 
mit PSF2 [382] 
beteiligt an Chromosomenkonden-
sation und Schwesterchromatiden-




segregation, Bestandteil des Con-
densin-Komplexes [420] 
s. Tab. 6-2 
beteiligt an Chromosomenausrich-
tung und -segregation, Rolle im 
Spindelcheckpoint [343] 
interagiert mit Komponenten des 
Cohesin-Komplexes, u. a. CSPG6, 
RAD21 [421] 
s. Tab. 6-2 









































































































































































































































































































































Bestandteil des mitotischen Spindel-
apparats, lokalisiert an Zentrosomen 
[422] 
beteiligt an Reparatur von blockier-
ten TOPO-I-DNA-Komplexen und 
DNA-Doppelstrangbrüchen (EG, 
[423]) 
beteiligt an mitochondrialer DNA-
Replikation und Transkription, inter-
agiert mit p53, erkennt alkylierte 
DNA, beteiligt an Apoptose (EG, 
[424]) 
Heterodimer mit E2F-Familienmit-
gliedern fungiert als Transkriptions-
faktor, vermittelt zellzyklusabhän-
gige Expression der E2F-Target-
gene [425] 
s. Tab. 6-2 
phosphoryliert Thymidine zu dTMP, 
essenziell für Zellzyklusprogression 
[427] 
s. Tab. 6-2 
reguliert gemeinsam mit MCM10 
das Laden von CDC45L auf Chro-
matin, beteiligt an Regulation des 
G2-Checkpoints, transkriptioneller 
Repressor von E2F1 und MIZ1 [350, 
428, 429] 
mögliche Rolle in Spindelformation 
und Zytokinese [430] 
s. Tab. 6-2 
3'-Exonuklease, beteiligt an DNA-
Replikation und -Reparatur, assozi-
iert mit DNA-Polymerase δ  (EG, 
[431]) 
s. Tab. 6-2 
beteiligt an Zentrosomenduplikation 
und Spindelcheckpoint, phosphory-
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Bestandteil von Mikrotubuli 
Bestandteil von Mikrotubuli, am 
Zentrosom lokalisiert [434] 
transkriptioneller (Ko-)Repressor, 
Tumorsuppressor, induziert G0/G1-
Arrest, Antagonist von Thioredoxin; 
Expression wird durch Vitamin D3 
und Stressfaktoren reguliert [435, 
436] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
wandelt UMP in UDP um, wichtig für 
DNA-Replikation und Transkription 
(EG) 
beteiligt an DNA-Reparatur (BER), 
Excision von Uracil aus DNA (EG) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-1 






































































































































































































bildet Komplex mit CDK2, vermittelt G1/S-Trans-
ition, u. a. durch Phosphorylierung von RB1, betei-
ligt an prä-mRNA-Spleißen und Zentrosomen-
duplikation [188, 289] 
RNA-Helikase, beteiligt an prä-mRNA-Spleißen 
und mRNA-Export [438] 
beeinflusst nukleosomale DNA-Topologie und ver-
ringert Effizienz der DNA-Replikation, transkriptio-
neller Koaktivator, beteiligt am prä-mRNA-
Spleißen [309, 310] 
RNA-Helikase, beteiligt an Transkription als Teil 
des RNA-Polymerase II-Holoenzyms, mRNA-Ex-
port aus dem Nukleus, transkriptioneller Koaktiva-
tor von NFκB und CREBBP, interagiert mit 
BRCA1, ILF3 u. a. (EG, [439-441]) 
Bestandteil von snoRNPs, beteiligt an rRNA-
Biogenese und -Pseudouridylierung, Teil des Te-
lomerasekomplexes (EG, [442]) 
Bestandteil des Exosoms, beteiligt an Transkrip-
tion, mRNA-Export und Abbau von AU-reichen 
mRNAs, tRNAs u. a. [443-445] 
Bestandteil des Exosoms, beteiligt an Transkrip-
tion, mRNA-Export und Abbau von AU-reichen 
mRNAs, tRNAs u. a. [443-445] 
Bestandteil des Exosoms, beteiligt an Transkrip-
tion, mRNA-Export und Abbau von AU-reichen 
mRNAs, tRNAs u. a. [443-445] 
Bestandteil von snoRNPs, beteiligt an rRNA-
Prozessierung, interagiert mit SMN-Komplex (EG, 
[446]) 
nukleoläre RNA-Methyltransferase, beteiligt an 
rRNA-Prozessierung und -Modifikation (EG) 
RNA-bindend, Bestandteil von nukleären Ribo-
nukleoproteinkomplexen, reguliert Transkription, 
interagiert mit RELA, beteiligt an Spleißosom-
Bildung, interagiert mit PTBP1, SFRS2, SFRS4, 
SRRM1 [447, 448] 
Bestandteil des SMN-Komplex, beteiligt an Bil-
dung und Transport von snRNPs, auch in Bildung 
von snoRNPs, hnRNPs, miRNPs involviert [449, 
450] 
hnRNP, assoziiert mit hnRNAs, bindet an AU-
reiche Elemente in Zytokin- und Protoonkogen-
mRNAs und vermittelt deren Abbau (z. B. mRNA 
von BCL2, p21, MYC, FOS, GM-CSF), interagiert 
mit HSC70- und HSP70-Proteinen, pro-


















































box polypeptide 39 
dek oncogene (dna 
binding) 
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beteiligt am Import von RNAs und Proteinen in 
den Nukleus, vermittelt u. a. Import von CHEK2, 
interagiert mit Proteinen des NPC (EG, [205]) 
beteiligt an Bildung von U6-snRNP und anderen 
snRNPs [455] 
beteiligt an mRNA-Prozessierung, interagiert mit 
SMN-Komplex, möglicherweise Chaperonfunktion 
bei Zusammenlagerung von RNPs [449, 456] 
Bestandteil des EJC, beteiligt an nukleärem Ex-
port gespleißter mRNAs, fördert mRNA-Asso-
ziation mit Polysomen, Rolle im Nonsense-
mediated decay von mRNAs [457, 458] 
reguliert alternatives prä-mRNA-Spleißen [459] 
reguliert G2/M-Transition, phosphoryliert CDC25B, 
beteiligt an prä-mRNA-Spleißen [182, 357] 
beteiligt an prä-rRNA-Prozessierung und Bildung 
der 60S-Ribosomenuntereinheit, interagiert mit 
TCOF1 [460] 
Bestandteil des NPC, beteiligt Transport von Mo-
lekülen in den und aus dem Zellkern, interagiert 
mit GLE1L und spielt Rolle beim mRNA-Export 
(EG, [461]) 
Bestandteil des NPC, Teil des NUP107-160-Kom-
plexes, beteiligt am Transport in den und aus dem 
Zellkern, u. a. am mRNA-Export, während Mitose 
an Kinetochoren lokalisiert und spielt Rolle bei 
Zusammenlagerung der NPC-Komponenten auf 
Chromatin nach der Mitose [371, 372] 
assoziiert mit dem NPC, beteiligt an mRNA-Export 
[462] 
Bestandteil des Spleißosoms mit Chaperonfunk-
tion, vermittelt Interaktion zwischen Komponenten 
des Spleißosoms, liegt im Komplex mit PRPF3 
und PRPF4 vor (EG, [463]) 
Spleißosom-Komponente, assoziiert mit U4- und 
U6-snRNPs, interagiert mit PRPF4 und PPIH [463, 
464] 
Spleißosom-Komponente, assoziiert mit U4-, U5- 
und U6-snRNPs, interagiert mit PRPF3 und PPIH, 
beteiligt an Regulation der Transkription via 
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transkriptioneller Aktivator und Koaktivator, antia-
poptotisch, schützt Zellen vor stressinduziertem 
Zelltod, aktiviert u. a. Expression von Hitzeschock-
proteinen, beeinflusst prä-mRNA-Spleißen durch 
Interaktion mit SFRS1 [466-469] 
bindet an Polypyrimidinregionen der Introns von 
prä-mRNAs, inhibiert Spleißen, fördert Bindung 
von U2 snRNPs an prä-mRNAs, beteiligt an 
Translation bestimmter mRNAs mit IRES-Sequen-
zen, interagiert mit FUS (EG, [447, 470, 471]) 
RNA-bindendes Protein mit Homologie zu snRNP- 
und hnRNP-Proteinen (EG) 
beteiligt an Chromatinorganisation, Regulation der 
Transkription und prä-mRNA-Spleißen [472] 
Bestandteil des Spleißfaktors SF3B, beteiligt an 
Chromatin-Remodeling, Transkription, prä-mRNA-
Spleißen und DNA-Reparatur (EG) 
beteiligt an prä-mRNA-Spleißen, Rolle in DNA-
Replikation und Transkription, interagiert mit 
PTBP1 [416] 
prä-mRNA-Spleißfaktor, wirkt aktivierend oder 
reprimierend auf Spleißprozess, regulatorische 
Interaktion mit TOP1 [473, 474] 
prä-mRNA-Spleißfaktor, beteiligt an Bildung des 
Spleißosoms, interagiert mit FUS, kolokalisiert mit 
SAFB [447, 476] 
prä-mRNA-Spleißfaktor, beteiligt an Erkennung 
terminaler Exons für Polyadenylierung [477] 
prä-mRNA-Spleißfaktor, beteiligt an Bildung des 
Spleißosoms, interagiert mit FUS [447] 
prä-mRNA-Spleißfaktor, beteiligt am Export 
gespleißter mRNAs [478] 
prä-mRNA-Spleißfaktor, aktiviert das Spleißen 
sequenzspezifisch [475] 
Bestandteil des SMN-Komplex, beteiligt an Bil-
dung und Transport von snRNPs, snoRNPs, 
hnRNPs, miRNPs [449, 450] 
interagiert mit SMN-Komplex, beteiligt an Bildung 
von snRNPs, beeinflusst Transkription, reprimiert 
Cyclin E-Expression, interagiert mit Chromatin-
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Bestandteil des U1-snRNPs, beteiligt an prä-
mRNA-Spleißen, U1-snRNP bindet an 5'-Spleiß-
stellen von prä-mRNA [481, 482] 
Sm-Protein, Bestandteil von snRNPs (EG) 
Sm-Protein, Bestandteil von snRNPs, strukturelle 
Funktion bei snRNP-Zusammenlagerung oder 
Interaktionen zwischen verschiedenen snRNPs 
(EG) 
beteiligt an mRNA-Prozessierung und -Stabilisie-
rung, interagiert mit SMN [483] 
Bestandteil des TREX-Komplexes, beteiligt an 
Transkription und mRNA-Export [484, 485] 
beteiligt am Export von mRNAs aus dem Nukleus, 
Rolle in NMD (nonsense-mediated decay), asso-
ziiert mit RBM8A u. a. Proteinen nahe Exon-Exon-
Grenzen (EG, [486]) 
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mitogen, angiogen, antiapoptotisch, re-
guliert die Komplementkaskade negativ, 
dadurch immunsuppressiv; induziert 
durch proinflammatorische Zytokine 
(u. a. IFNγ) [492-494] 
beteiligt an Lipid- und Cholesteroltrans-
port; induziert durch TNFα (EG, [495]) 
Protoonkogen, transkriptioneller Kofaktor 
für NFκB und AP-1; Expression wird 
durch TNFα (vermittelt durch NFκB), IL4 
und IL9 induziert (EG, [496-499]) 
beteiligt an alternativer Komplementkas-
kade; induziert durch IFNs (EG, [500]) 
Zytokin der TGFβ-Familie, kann prolife-
rationshemmend und proapoptotisch, 
aber auch proliferations- und invasi-
onsfördernd wirken [501, 502] 
Komponente des Komplementsystems, 
beteiligt an Immunantwort [502] 
Komponente des Komplementsystems, 
beteiligt an Immunantwort; induziert u. a. 
durch IFNγ, IL1α, IL1β, IL6, TNFα (EG, 
[503, 504]) 
inhibiert Komplementkaskade und 
schützt apoptotische Zellen vor komple-
mentvermittelter Lyse; induziert während 
inflammatorischer Antwort, z. B. durch 
Interleukine [505, 506] 
spaltet und aktiviert Procaspase-1 und 
sein eigenes Vorläuferprotein Procas-
pase-4, Teil der apoptotischen Caspa-
sekaskade; induzierbar durch IFNs, UPR 
(EG, [507, 508]) 
Bestandteil der Caveolae, bildet Hetero-
oligomer mit CAV2, beteiligt an Adhä-
sion, fungiert als Adaptorprotein zwi-
schen α-Integrinen und FYN, interagiert 
mit RAC1 und CDC42, potenzieller Tu-
morsuppressor oder potenzielles Onko-
gen, pro- oder antiinvasiv, beteiligt an 
Induktion von Seneszenz; induziert 
durch IL1β, TNFα (EG, [509-514]) 
Onkogen, Ubiquitinligase, inhibiert Re-
zeptortyrosinkinase-abhängige Signal-
wege durch Ubiquitinierung von z. B. 







































































































































































































































Chemokin, fungiert als Chemoattraktor 
für verschiedene Immunzellen; induziert 
durch IRF3, IRF7, IFNβ, IL1, TNFα (EG, 
[515, 520, 521]) 
beteiligt an Adhäsion an dieECM und 
Reorganisation des Zytoskeletts, vermit-
telt Anstieg der intrazellulären Calcium-
konzentration, Rezeptor für Thrombo-
spondin, proapoptotisch, moduliert Im-
munantwort (EG, [522, 523]) 
s. Tab. 6-1 
transkriptioneller Regulator, interagiert 
mit Transkriptionsfaktoren p300/CBP; 
induziert durch Hypoxie und durch ver-
schiedene Zytokine, z. B. IFNγ, IL9 und 
TGFβ; reprimiert HIF1-abhängige Ex-
pression [524, 525] 
intrazellulärer Chloridkanal, beteiligt an 
Stressantwort, proapoptotisch, reguliert 
Organisation des Zytoskeletts; induziert 
durch p53 und TNFα [526-528] 
Zytokin, aktiviert Immunantwort, kontrol-
liert Produktion, Wachstum und Differen-
zierung von Granulozyten und 
Makrophagen; induziert u. a. durch IL1β 
und TNFα (EG, [529]) 
Untereinheit des GM-CSF-Rezeptors, 
vermittelt GM-CSF-abhängige Stimulie-
rung von Immunzellen, aktiviert IKK-β 
und vermittelt dadurch Inhibition von IκB 
und Aktivierung von NFκB, beteiligt an 
Wachstum und Überleben (EG, [530]) 
Cysteinproteinase, prozessiert APP, 
beteiligt an TNFα-vermittelter Apoptose, 
vermittelt Arachidonsäureausschüttung 
und wirkt antiinflammatorisch, degradiert 
ECM-Kompoenenten, beteiligt an Invasi-
on; induziert durch TNFα via NFκB (EG, 
[531-533]) 
Cysteinproteinase, prozessiert antigene 
Proteine für die Präsentation in MHC-II-
Molekülen, degradiert ECM, Rolle in 
Invasion; induziert durch IFNγ (EG, [533, 
536]) 
Chemokin, beteiligt an Chemotaxis, 
Adhäsion und Migration; induziert durch 



















































































































































































































































Chemokin, beteiligt an Immunantwort, 
Tumorigenese und Angiogenese; indu-
ziert durch Stress und Zytokine, z. B. 
TNFα, IL1β; aktiviert NFκB- und MAPK-
Signalkaskaden [540, 541] 
Chemokin, fungiert als Chemoattraktor 
für verschiedene Immunzellen, Rolle in 
Adhäsion, antiangiogene Wirkung; indu-
ziert durch IFNγ (EG, [535, 542]) 
Chemokin, beteiligt an Chemotaxis; 
induziert durch IFNβ, IFNγ [543] 
RNA-Helikase, vermittelt dsRNA-indu-
zierte Signale auf NFκB und IRF3, betei-
ligt an antiviraler Abwehr, vermittelt In-
duktion von ISGs (u. a. G1P2); induziert 
durch IFNγ, IL1β [544-546] 
Heterodimer mit IL30 ergibt IL27, dieses 
reguliert Immunantwort, induziert Zyto-
kinproduktion (z. B. IFNγ); induziert durch 
IFNβ [547, 548] 
reprimiert Initiation der Cap-abhängigen 
Translation, proapoptotisch; wird durch 
IFN-vermittelte Phosphorylierung inakti-
viert, wodurch Translation IFN-induzier-
ter Transkripte möglich wird; Expression 
wird durch ERK und p38 gehemmt [549-
551] 
s. Tab. 6-1 
reguliert Zell-Zell-Adhäsion über Phos-
phorylierung von Integrinen, vermittelt 
Signale von Wachstumsfaktorrezeptoren 
zum Zytoskelett; wird reprimiert durch 
IFNγ (in der Folge G1-Arrest); stimuliert 
Proliferation (EG, [552, 553]) 
Eisenspeicherprotein, beteiligt an Regu-
lation der Zellproliferation, beteiligt an 
antioxidativer Schutzreaktion, antiapop-
totisch; induziert durch TNFα und TGFβ 
(vermittelt durch NFκB), [556, 557] 
s. Tab. 6-1 
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E3-Ubiquitinligase, reguliert Aktivität von 
CDKs; induziert durch TNFα, IL1β [559, 
560] 
MHC-I-Protein, stimuliert Immunzellen im 
Rahmen der Antigenpräsentation; indu-
ziert durch IFNs, TNFα (EG, [561, 562]) 
MHC-I-Protein, stimuliert Immunzellen im 
Rahmen der Antigenpräsentation; indu-
ziert durch IFNs, TNFα (EG, [561, 562]) 
MHC-II-Protein, stimuliert Immunzellen 
durch Antigenpräsentation (EG) 
s. Tab. 6-1 
antagonisiert die antiapoptotischen Ei-
genschaften von BIRC4, induziert durch 
IFNs, beteiligt an IFN-vermittelter Apop-
tose [563, 564] 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), Ligand für 
Integrine (u. a. LFA-1), beteiligt an Me-
tastasierung, kann Immunabwehr gegen 
Tumorzellen aktivieren, Tumorsuppres-
sor; induziert durch Zytokine, u. a. IFNγ, 
TNFα (vermittelt durch NFκB) [555, 565-
569] 
induziert durch IFNs, TNFα, TGFβ1 
[570] 
lysosomale Thioreduktase, beteiligt an 
MHC-II-vermittelter Antigenpräsentation; 
induziert durch IFNγ (EG) 
induziert durch IFNs 
induziert durch IFNs 
RNA-Helikase, mögliche proapoptotische 
Rolle während terminaler Differenzie-
rung; induziert durch IFNβ (EG, [571]) 
induziert durch IFNs und dsRNA, kore-
guliert mit IFIT2 [572] 
induziert durch IFNs und dsRNA, kore-
guliert mit IFIT1 [572] 
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induziert durch IFNs und Retinsäure 
[574] 
vermittelt antiproliferative Signale, betei-
ligt an homotypischer Adhäsion, Rolle in 
IFN-vermittelter Resistenz gegen Rönt-
genstrahlen; induziert durch IFNs [92, 
575, 576] 
vermittelt antiproliferative Signale, betei-
ligt an homotypischer Adhäsion; induziert 
durch IFNs [92, 576] 
vermittelt antiproliferative Signale, betei-
ligt an homotypischer Adhäsion; induziert 
durch IFNs [92, 576] 
fördert Aktivierung von NFκB durch 
Phosphorylierung von IκB-Proteinen ( 
Ubiquitinierung), Verstärker der NFκB-
abhängigen Transkription, aktiviert durch 
Zytokine, u. a. TNFα und IL1 [81, 577, 
578] 
Zytokin, Rolle in Immunantwort, reguliert 
Entwicklung von Plasmazellen, anti-
inflammatorische Wirkung (EG, [584]) 
Zytokin, reguliert Aktivierung und Proli-
feration verschiedener Immunzellen, 
aktiviert JAK-STAT-Signalweg, vermittelt 
Expression des antiapoptotischen BCL-
xL; induziert durch IFNγ, IL1β, TNFα 
(EG, [585]) 
proinflammatorisches Zytokin, moduliert 
Immunantwort, Sekretion nach Zellschä-
digung, proapoptotisch, Induktion durch 
FAS-Aktivierung (EG, [586]) 
proinflammatorisches Zytokin, steigert 
Expression von anderen Zytokinen (z. B. 
CSF2, IL2, IL6, IL8), Adhäsionsmolekü-
len (ICAM, VCAM) und vielfältigen ande-
ren zytokinresponsiven Genen; Rolle in 
Proliferation, Differenzierung, Apoptose, 
Angiogenese und Invasion, stimuliert 
Immunantwort, fördert NFκB-Aktivität, 
Sekretion nach Zellschädigung [529, 
587-589] 
Gegenspieler von IL1α und IL1β, modu-
liert Immunantwort; induziert durch IL4, 
IL10, IFNγ (EG, [590]) 
Untereinheit des IL7-Rezeptors, hetero-
dimerisiert mit IL2R-gamma, aktiviert 
PI3K- und JAK/STAT-Signalkaskade, 
fördert Proliferation und Überleben von 
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Zytokin mit zentraler Rolle in inflamma-
torischen Prozessen, Chemoattraktor, 
angiogen, induziert durch Aktivierung 
von Rezeptoren der TNF-Familie (EG, 
[580, 592]) 
Transkriptionsfaktor, vermittelt Expres-
sion von IFNs, CCL5 und IFN-responsi-
ven Genen (ISGs); wichtige Rolle in 
antiviraler Immunantwort; wird selbst 
induziert durch IFNγ und BRCA1 [520, 
593] 
Adaptorprotein an Rezeptortyrosinkina-
sen, vermittelt Effekte von Insulin, IGF1, 
IL4 und anderen Zytokinen (EG) 
antiproliferative und antivirale Effekte; 
induziert durch IFNs und dsRNA (vermit-
telt durch NFκB und IRF1) [595] 
gehört zur Keratinfamilie; induziert durch 
IFNγ (EG, [596]) 
beteiligt an Erzeugung peptidischer 
Antigene für MHC-I-Moleküle, induziert 
durch IFNs [597, 598] 
Chemoattraktor für verschiedene Immun-
zellen, fördert Tumorwachstum, -inva-
sion und Angiogenese, induziert Cyclin 
D1-Expression, beteiligt an Adhäsion, 
interagiert mit Wnt-Signalweg, antiapop-
totisch [599-602] 
bindet an LGALS3, interagiert mit ECM- 
und Adhäsionsproteinen, moduliert Zell-
Zell- und Zell-ECM-Adhäsion, mögliche 
Rolle in Metastasierung, stimuliert Im-
munantwort durch Aktivierung von Killer-
zellen und Induktion der Expression von 
MHC-I-Antigenen, moduliert Apoptose; 
induziert durch IFNγ, IGF1 u. a. (EG, 
[603-605]) 
Protoonkogen, transformierende und 
proinvasive Effekte, antiapoptotisch 
durch inhibierende Bindung an FAS und 
durch Aktivierung des PI3K/AKT-Signal-
wegs; transkriptionell reguliert durch 
verschiedene Zytokine [606-608] 
fördert Zelltod nach apoptotischen Sti-
muli und Virusinfektion; induziert durch 
IFNs und BRCA1 (EG, [593, 609]) 
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Adaptorprotein an Toll-like-Rezeptoren, 
vermittelt Aktivierung von NFκB via Kom-
plexbildung mit IRF7, IRAK und TRAF6; 
führt zur Expression von IFNα, IFNβ, IL8 
und weiteren Zytokinen; selbst induziert 
durch IFNγ [610, 611] 
Transkriptionsfaktor, vermittelt Expres-
sion von an Immunantwort und Differen-
zierung beteiligten Proteinen, z. B. Zyto-
kinen, TNFα, HSP70 (EG, [612-614]) 
Korezeptor für VEGF und Semaphorine, 
moduliert Angiogenese, beteiligt an Tu-
morprogression, Invasion und Metasta-
sierung, überexprimiert in Tumoren; 
Expression reguliert durch TNFα, ERK, 
p38 u. a. [615-618] 
katalysiert Bildung von 2',5'-Adenosinoli-
gomeren, aktiviert RNase L, beteiligt an 
antiviraler Abwehr; aktiviert durch 
dsRNA, induziert durch IFNs (EG, [619, 
620]) 
katalysiert Bildung von 2',5'-Adenosinoli-
gomeren, aktiviert RNase L, beteiligt an 
antiviraler Abwehr; aktiviert durch 
dsRNA, induziert durch IFNs (EG, [621]) 
katalysiert Bildung von 2',5'-Adenosinoli-
gomeren, aktiviert RNase L, beteiligt an 
antiviraler Abwehr; aktiviert durch 
dsRNA, induziert durch IFNs (EG, [621]) 
ähnlich zu OAS-Enzymen, katalysiert 
vermutlich Bildung von 2',5'-Adenosinoli-
gomeren, interagiert mit Schilddrüsen-
hormonrezeptoren; induziert durch IFNs 
[622] 
s. Tab. 6-3 
Serinproteinase, aktiviert Plasminogen 
zu Plasmin, beteiligt an Migration und 
Geweberemodeling; induziert durch 
Zytokine, Glucokortikoide, Retinsäure 
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Serinproteinase, Vorläufer pro-uPA wird 
durch Plasmin aktiviert; aktiviert Plasmi-
nogen zu Plasmin ( Degradation der 
ECM), degradiert selbst FN1; beteiligt an 
Migration und Metastasierung, aktiviert 
MMP9 ( Aktivierung von IL8), aktiviert 
pro-HGF zu HGF, spaltet seinen Inhibitor 
PAI1 (SERPINE1); induziert durch ver-
schiedene Zytokine und Wachstumsfak-
toren, u. a. IL1β, IFNγ, TNFα, EGF, 
TGFβ1 und IGF1 (vermittelt über PI3K- 
und  MAPK-Signalweg und durch NFκB) 
(EG, [625-629]) 
uPA-Rezeptor, beteiligt an uPA-Effekten 
(Plasminaktivierung, Migration, Meta-
stasierung), beeinflusst Adhäsion und 
Motilität durch Interaktion mit Integrinen, 
Vitronectin (VTN) u. a., moduliert intra-
zelluläre Signalkaskaden (u. a. MEK-
ERK- und JAK-STAT-Signalwege), indu-
ziert durch IFNs (EG, [629, 631-633]) 
beteiligt an Regulation der Proliferation 
und terminaler Differenzierung, proapop-
totisch, verstärkt die antivirale IFN-
Antwort, induziert durch IFNs und 
Wachstumsfaktoren [634, 635] 
regulatorische Untereinheit der Protein-
phosphatase PP1; induziert durch ver-
schiedene Stressoren (Hypoxie, UPR, 
DNA-Schädigung, …, vermittelt durch 
ATF4); induziert durch TNFα und andere 
apoptotische Stimuli; dephosphoryliert 
eIF2α und hebt Translationsarrest unter 
Stressbedingungen auf, beteiligt an 
Wachstumsarrest in G1 und G2 und an 
Apoptose; inhibiert durch BAG1 und 
BCL2 (EG, [508, 636, 637]) 
Untereinheit des Immunproteasoms, 
beteiligt an Prozessierung von Proteinen 
für die MHC-I-Präsentation; induziert 
durch IFNγ und TNFα [638-640] 
Proteasomuntereinheit, beteiligt an Anti-
genprozessierung für MHC-I-Moleküle; 


































tor) subunit 15a 
proteasome (pro-
some, macropain) 
subunit, beta type, 8 
(large multifunctio-
nal protease 7) 
proteasome (pro-
some, macropain) 
subunit, beta type, 9 
(large multifunc-



























































































































































induzierbare COX-Form, fungiert als 
Dioxygenase und Peroxidase bei 
Prostaglandinsynthese; induzierbar 
durch inflammatorische und mitogene 
Stimuli (z. B. TNFα, IL1β, HGF, HER2, 
FN1); antiapoptotisch, vermittelt Resis-
tenz gegen Anoikis, stabilisiert Survivin, 
induziert HER2-Expression, Rolle in 
Angiogenese und Invasion (EG, [642-
647]) 
Bestandteil des NFκB-Komplexes, betei-
ligt an transkriptioneller Regulation, be-
einflusst inflammatorische Prozesse, 
Immunantwort, Proliferation und Apop-
tose nach Aktivierung durch Zytokine wie 
TNFα, IL1; induziert durch IFNα, vermit-
telt durch NFκB selbst [81, 649] 
antivirale Wirkung; induziert durch IFNs 
und Virusinfektion [650] 
calcium- und zinkbindendes Zytokin, 
Chemoattraktor für verschiedene Immun-
zellen; induziert durch IFNγ, IL10 und 
TNFα (EG, [651, 652]) 
Akute-Phase-Protein; induziert durch 
TNFα, IL6 u. a. [653] 
induziert durch IFNs [654] 
inhibiert Plasminogenaktivatoren (tPA, 
uPA), unterdrückt Invasion; induziert 
durch TNFα, inhibiert TNFα-vermittelte 
Apoptose [655, 656] 
inhibiert Plasminogenaktivatoren (uPA, 
tPA), beteiligt an Invasion, moduliert 
Zusammensetzung der ECM, anti-
apoptotisch, induziert durch IL1β, IFNγ, 
TNFα und EGF [628, 657, 658] 
STAT-induzierter STAT-Inhibitor (SSI); 
zytokininduzierbar (u. a. durch GM-CSF, 
IL10, IFNγ); reguliert zytokinabhängige 
Signalwege in Form einer Feedback-
schleife negativ, insbesondere Inhibition 
des JAK/STAT-Signalwegs; antiprolifera-












































b, nuclear factor of 
kappa light poly-
peptide gene en-






ding protein a8 
(calgranulin a) 
serum amyloid a1 
sam domain and 
hd domain 1 
serine (or cysteine) 
proteinase inhibi-
tor, clade B (oval-
bumin), member 2 
serine (or cysteine) 
proteinase inhibi-
tor, clade e (nexin, 
plasminogen acti-
vator inhibitor type 































































































































































schützt Zellen gegen oxidativen Stress, 
antiapoptotisch, induziert durch Zytokine 
(u. a. TNFα), vermittelt durch NFκB und 
Nucleophosmin, Tumorsuppressor?, 
jedoch auch proliferationsfördernd [661, 
662, 664-667] 
transkriptioneller Koaktivator/ Korepres-
sor für ETS1, hemmt Invasion von Tu-
morzellen; induziert durch IFNs und 
Retinsäure [668-670] 
transkriptioneller Koaktivator; induziert 
durch IFNs (EG, [671]) 
Transkriptionsfaktor, reguliert Expression 
zahlreicher Proteine mit Funktionen in 
Zellzyklus, Apoptose, Immunantwort etc.; 
beteiligt an Antwort auf DNA-Schädi-
gung, zentrale Rolle in IFNγ-Antwort 
gemeinsam mit BRCA1, Koaktivator für 
p53-abhängige Transkription, Tumor-
suppressor?; induziert durch IFNs, IL6, 
EGF, PDGF u. a., aktiviert durch JAKs 
(EG, [672-674]) 
Transkriptionsfaktor, vermittelt prolifera-
tionsfördernde Signale; aktiviert durch 
verschiedene Zytokine, u. a. IFNs, EGF, 
IL5, IL6; Adaptormolekül an IFNα-Re-
zeptor, interagiert mit PI3K-Untereinheit 
p85; in verschiedenen Tumoren übe-
rexprimiert und beteiligt an onkogener 
Transformation und Apoptoseresistenz, 
antiinflammatorisch (EG, [675-677]) 
Transkriptionsfaktor, vermittelt zytokinab-
hängige Transkription, reguliert IFN-
Expression und Differenzierung von T-
Helferzellen; induziert durch IL12 und 
IFNs (EG, [678, 679]) 
s. Tab. 6-1 
vermittelt angeborene Immunantwort 
gegen Pathogene, induziert Zytokin-
expression (z. B. IL8) durch Aktivierung 
des NFκB-Signalwegs, aktiviert Neutro-
phile; induziert durch IFNγ und TNFα 
(EG, [680, 681]) 
induziert durch proinflammatorische 
Zytokine, u. a. TNFα, IL1, TRAIL (vermit-
telt durch NFκB); inhibiert TNFα-und IL1-
abhängige Aktivierung von NFκB, antia-
























































toll-like receptor 4 
tumor necrosis 
factor, alpha-



























































































































































s. Tab. 6-1 
Ligand von death receptors und Decoy-
rezeptoren, proapoptotisch, kooperiert 
mit HSXIAPAF1 bei Vermittlung IFN-
abhängiger Apoptose; induziert durch 
IFNα und IFNβ (vermittelt durch FO-
XO3A oder NFκB); Expressions negativ 
reguliert durch PI3K/AKT-Signalweg 
(EG, [155, 564, 684-686]) 
Zytokin, beteiligt an Antigenpräsentation, 
Rolle in T-Zell-Tumorzell-Interaktion 
(EG) 
Hitzeschockprotein, induziert durch 
Stressoren, z. B. Hypoxie (vermittelt 
durch HIF1α) und während UPR, fun-
giert als Chaperon im ER, u. a für MHC-I-
Peptide, stimuliert Zytokinproduktion 
(z. B. TNFα, IL12), induziert in Brusttu-
morlinien, kann Immunantwort gegen 
Tumoren aktivieren [508, 687-690] 
Adaptorprotein an Rezeptoren der 
TNFR-Familie, bildet Heterodimer mit 
TRAF2, vermittelt TNFα-abhängige 
Aktivierung von JNK und NFκB und 
Apoptose, kann durch Interaktion mit 
IAP-Proteinen c-IAP1 und c-IAP2 auch 
antiapoptotische Signale übertragen 
(EG, [691, 692]) 
s. Tab. 6-1 
antiproliferative Wirkung; induziert durch 
IFNs und p53 (EG, [693]) 
transkriptioneller Koaktivator von NFκB 
und AP-1, interagiert mit RIPK2 und 
TRAF1 in zytokinabhängigen Signalwe-
gen (z. B. nach TNFα- oder IL1-Stimula-
tion) [694, 695] 
reguliert Transkription, antiapoptotisch 
durch Inhibition der Expression von FAS 
und FASL, verhindert Bindung von AP-1 
an seine Targetpromotoren, reprimiert 
Expression von IL2 und IL2R, negative 
Regulation von MAPK-Signalwegen 
durch Bindung an RAF1; induziert durch 
IL10, immunsuppressiv und antiinflam-
matorisch (EG, [698-700]) 
Syno-
nyme 















































antigen (gp96) 1 
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Ubiquitin-E2-Enzym, konjugiert G1P2 
nach IFN-Stimulation mit zellulären Pro-
teinen, beteiligt an Antigenpräsentation?; 
induziert durch IFNs [90, 701] 
MHC-I-ähnliches Protein, stimuliert Na-
türliche Killerzellen durch Bindung an 
Rezeptor KLRK1, aktiviert JAK-STAT-, 
MAPK- und PI3K/AKT-Signalwege, indu-
ziert IFNγ-Produktion; induziert durch 
Infektion und Transformation [702, 703] 
katalysiert reversible Umwandlung von 
Uracil in Uridin; induziert durch IL1α, 
IFNγ, TNFα [704, 705] 
entfernt Ubiquitin- und G1P2-Gruppen 
von zellulären Proteinen, Gegenspieler 
von UBE2L6, moduliert IFN-Antwort; in-
duziert durch IFNs (vermittelt durch JAK-
STAT-Signalweg) und RNase L [91, 706] 
Wachstumsfaktor mit angiogener Wir-
kung; induziert durch Stressoren wie 
Hypoxie (vermittelt durch HIF1α) und 
während UPR (vermittelt durch ATF4), 
Expression wird reprimiert durch IFNα 
und BRCA1, Sekretion wird gesteigert 
durch HYOU1 [508, 707-709] 
Transkriptionsfaktor, Rolle in Differenzie-
rung und Immunantwort, beteiligt an 
UPR, transaktiviert MHC-II-Gene, ER-
Chaperone und an Proteinfaltung betei-
ligte Enzyme (z. B. DNAJB9); induziert 
durch IL4 und CD40-Aktivierung, aktiviert 
durch endonukleolytische Spaltung sei-
ner mRNA durch IRE1α/β; in Tumoren 
überexprimiert (EG, [508, 710-712]) 
tRNA-Synthetase, beteiligt an Transla-
tion; unter apoptotischen Bedingungen 
Spaltung in Fragmente mit zytokinartigen 
Eigenschaften, N-terminales Fragment 
wirkt IL8-artig, C-terminales Fragment 
EMAP II-artig und dadurch antiangiogen 
(EG, [713, 714]) 
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Metalloproteinase, beteiligt an Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Adhäsion und 
Migration, vermittelt Abspaltung des 
extrazellulären Teils von NRG1 
(Neuregulin-1) (ectodomain shed-
ding) (EG, [715]) 
Metalloproteinase, degradiert Prote-
oglykane der ECM, unterdrückt je-
doch Tumorigenese und Metastasie-
rung, antiangiogen durch Inhibition 
VEGF-abhängiger Signale, an in-
flammatorischen Prozessen beteiligt 
(EG, [716, 717]) 
assoziiert mit PKA, PKC und Pro-
teinphosphatasen, fungiert als Ge-
rüstprotein, interagiert mit Zytoske-
lettproteinen, beteiligt an Adhäsion, 
Mitogenese, Entzündungsreaktio-
nen; Tumorsuppressor (EG, [718, 
719]) 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), ver-
mittelt Adhäsion, interagiert mit CD6, 
moduliert Invasion von Tumorzellen 
[720, 721] 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-5 
Bestandteil der Caveolae, bildet 
Heterooligomer mit CAV1, koexpri-
miert mit CAV1, beteiligt an Adhäsi-
on, Tumorsuppressor?, beteiligt an 
Induktion von Seneszenz (EG, 
[513]) 
Ligand von P-Selektin auf Tumorzel-
len, Adhäsionsmolekül, überexpri-
miert in Tumoren, mögliche Rolle in 
Invasion und Metastasierung; indu-
ziert durch Hypoxie [722-724] 
s. Tab. 6-5 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), inter-
agiert mit Cateninen und stellt Ver-
bindung zum Zytoskelett her, Rolle 
in Motilität, Invasion und Metastasie-





































a disintegrin and 
metalloproteinase 
domain 19 (meltrin 
beta) 
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motif, 1 






calpain 2, (m/II) 
large subunit  
caveolin 1, caveolae 
protein, 22kda 
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cd24 antigen (small 
cell lung carcinoma 

















































































































































































standteil von Tight Junctions; indu-
ziert durch Wnt/β-Catenin-Signal-
weg, erhöhte oder erniedrigte Ex-
pression in Tumoren; proapoptotisch 
(EG, [727, 728]) 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-1 
Wachstumsfaktor, moduliert integrin-
abhängige Adhäsion, vermittelt Re-
organisation des Zytoskeletts, för-
dert Expression von FN1, stimuliert 
oder inhibiert Proliferation, Migration 
und Metastasierung, beeinflusst 
ERK-, AKT-und Wnt-Signalwege; 
induziert durch mitogene Faktoren, 
z. B. TGFβ [56-60] 
s. Tab. 6-5 
s. Tab. 6-5 
stimuliert Adhäsion und Migration, 
interagiert mit Integrinen, antiapop-
totisch durch Induktion von BIRC4, 
fördert Angiogenese, pro- oder an-
tiproliferativ, Koaktivator im Wnt-
Signalweg, vermittelt Zytostatikare-
sistenz; induziert durch Wachstums-
faktoren [729-733] 
interagiert mit Wnt-Proteinen, Tu-
morsuppressor, inhibiert Prolifera-
tion und Invasion, fördert Zell-Zell-
Adhäsion [734, 735] 
s. Tab. 6-3 
stressinduziert und wirkt stresspro-
tektiv, inhibiert calcineurinabhängige 
Signalwege, Target von VEGF, 
interagiert mit Integrinen und vermit-
telt Adhäsion und Migration (EG, 
[736]) 
Substratadhäsionsmolekül (SAM), 
Bestandteil der ECM, beteiligt an 
Proliferation, Angiogenese, Diffe-
renzierung und Metastasierung, 
Target des Wnt/β-Catenin-Signal-
wegs, überexprimiert in malignen 

















































motif) ligand 1 
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dickkopf homolog 3 
(xenopus laevis) 
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moduliert Adhäsion, fördert Mem-
branlokalisation bestimmter Inte-
grine, reguliert Bildung und Trans-
port von Lipid Rafts und Caveolae, 
Tumorsuppressor? [740, 741] 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), betei-
ligt an Zell-Zell-Kommunikation, 
Mitglied der Cadherinfamilie, Tu-
morsuppressor? (EG) 
s. Tab. 6-5 
mitogener Wachstumsfaktor, akti-
viert zahlreiche Signalkaskaden 
(u. a. PI3K/AKT, RAS/MAPK, SRC), 
angiogen, bindet an Heparansulfat-
proteoglykane (Speicherform von 
FGFs), induziert Expression von 
MMPs, induziert Expression von E-
Cadherin und β-Catenin und fördert 
deren Assoziation mit dem Zyto-
skelett, stimuliert Adhäsion und 
reduziert Invasivität, beteiligt an 
Stressantwort (EG, [709, 742-746]) 
Substratadhäsionsmolekül (SAM), 
Bestandteil der Zellmembran und 
der ECM, interagiert mit Zelladhäsi-
onsmolekülen (z. B. Integrinen), 
beteiligt an Migration und Me-
tastasierung (EG, [747]) 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-5 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), inter-
agiert mit dem Integrin LFA-1, betei-
ligt an Immunantwort, aktiviert den 
PI3K/AKT-Signalweg, antiapopto-
tisch (EG, [748]) 
s. Tab. 6-5 
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s. Tab. 6-5 
Kontrolle und Abschwächung der 
IGF-vermittelten Wachstumssignale, 
interagiert mit Integrinen, moduliert 
Adhäsion und Migration [749, 750] 
s. Tab. 6-5 
Serin-Threonin-Kinase, reguliert ILK-
Aktivität und hemmt ILK-vermittelte 
Phosphorylierung von GSK3β (Wnt-
Signalweg), moduliert Adhäsion, 
inhibiert anchorage-independent 
growth, Tumorsuppressor (EG, 
[751]) s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
Bestandteil der Basalmembran, 
beteiligt an Tumorprogression und -
migration, Rolle in Adhäsion; indu-
ziert durch Wnt-Signalweg (EG, 
[752, 753]) 
s. Tab. 6-5 
s. Tab. 6-5 
interagiert mit Integrinen, moduliert 
Adhäsion und Migration, beteiligt an 
Reorganisation des Zytoskeletts 
(EG, [754, 755]) 
zytoskelettales Adaptorprotein, 
homolog zu Paxillin, interagiert mit 
fokaler Kinase PYK2 (PTK2B) (EG, 
[756]) 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), betei-
ligt an Tumorprogression, Invasion 
und Metastasierung (EG, [757, 758]) 
s. Tab. 6-1 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), fördert 
Transformation, Proliferation und 





























































integrin, alpha 3 
(antigen CD49C, 
alpha 3 subunit of 
VLA-3 receptor) 
l1 cell adhesion 
molecule 
laminin, gamma 2  
lectin, galactoside-
binding, soluble, 3 
(galectin 3) 
lectin, galactoside-
binding, soluble, 3 
binding protein 
lectin, galactoside-















































231 72 h 


































































































































pro- oder antiapoptisch, inhibiert Ad-
häsion; induziert durch IGF1 (EG, 
[760]) 
Zellverbindungsmolekül (CJM), 
beteiligt an Adhäsion; reguliert 
Desmosomen-Zusammenlagerung, 
interzelluläre Junctions und Cadhe-
rin-Funktion (EG, [761, 762]) 
s. Tab. 6-5 
aktiviert durch Calcium und DAG, 
phosphoryliert zahlreiche Targets, 
reguliert u. a. Proliferation, Adhä-
sion, Transformation, Checkpoints, 
Apoptose (EG, [763-765]) 
Parathormon-ähnliche Funktion, 
antiapoptotisch (vermittelt durch 
PKA), induziert Integrinexpression 
und fördert Adhäsion an ECM, sti-
muliert Invasion und Metastasierung 
(EG, [766, 767]) 
Tyrosinphosphatase, reguliert Zell-




involviert in Reorganisation des 
Actinzytoskeletts, reguliert Trans-
portvorgänge und Endosomenmotili-
tät, aktiviert DIAPH2 und SRC (EG, 
[769]) 
s. Tab. 6-3 
beteiligt an Zellproliferation, Zell-
Matrix-Adhäsion und Tumorinvasion, 
Überexpression in Tumoren, vermit-
telt Aktivierung von Integrinen (EG, 
[770-772]) 
s. Tab. 6-1 






















































tor type, f 
ras homolog gene 
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syndecan 1 
serine (or cysteine) 
proteinase inhibitor, 
clade e (nexin, plas-
minogen activator 
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Adaptormolekül an Rezeptor- und 
zytoplasmatischen Tyrosinkinasen, 
bildet Komplex mit GRB2, Vermitt-
lerfunktion in zahlreichen Signal-
transduktionswegen, u. a. bei RAS-
Aktivierung; Isoform p66 wird durch 
oxidativen Stress aktiviert und wirkt 
proapoptotisch, moduliert Adhäsion 
durch Interaktion mit FAK und mit 
Integrinen [773, 774] 
Aminosäuretransporter, bildet Hete-
rodimer mit SLC7A5, SLC7A11 u. a., 
vermittelt Cystinimport und Gluta-
matexport und reguliert intrazellu-
lären Glutathionspiegel, beteiligt an 
Zytostatikaresistenz, Rolle in In-
tegrin-abhängiger Adhäsion und 
Migration, antiapoptotisch [775, 776] 
s. Tab. 6-1 
beteiligt an Ausbildung des Actinzy-
toskeletts und Nectin- und Cadherin-
vermittelter Adhäsion [777, 778] 
inhibiert Plasmin- und Trypsin-
vermittelte Aktivierung von MMPs, 
reguliert ECM-Remodeling, hemmt 
Invasion, Metastasierung und Angi-
ogenese, induziert durch IFNs und 
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg 
[779-781] 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), bindet 
Thrombin und wirkt antikoagulato-
risch (EG, [782]) 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
Substratadhäsionsmolekül (SAM), 
Bestandteil der ECM, interagiert mit 
Integrinen, insbes. mit Integrin 
αV/β3 (ITGAV/ITGB3), interagiert 
mit uPAR und SERPINE1, fördert 








































solute carrier family 
3 (activators of 
dibasic and neutral 
amino acid trans-
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synovial sarcoma, 
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acting protein 
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Appendix: Gentabellen 294 
Tab. 6-7: Repression von Genen der Unfolded Protein Response nach Zytostatikabehandlung. 
Name Symbol GeneID Synonyme Funktion Zytost.-
Literatur 
MDA-MB-
231 24 h↓ 
MDA-MB-





ATF4 468 CREB-2 Transkriptionsfaktor, reguliert Expression 
von Genen mit cAMP-Response-Element 
(cAMP-RE), beteiligt an UPR und an Hypo-
xie-Antwort, transaktiviert u. a. ASNS, 
DDIT3, HERPUD1, HSPA5, SLC7A11 (EG, 
[636, 783, 784]) 




CASP4 837  s. Tab. 6-5    
dnaj (hsp40) homolog, 
subfamily b, member 9 
DNAJB9 4189 MDG1, 
ERDJ4 
Kochaperon, Rolle in Stressantwort, stabili-
siert im Rahmen der UPR Bindung von 
HSPA5 (BIP) an ungefaltete Proteine, anti-
apoptotisch [785, 786] 





domain member 1 
HERPUD1 9709 MIF1, 
HERP 
ER-Protein; induziert während UPR, trans-
aktiviert durch ATF4; interagiert mit Protea-
som und stimuliert Proteindegradation [508, 
784, 787] 
 F ACEFPT 




HSPA5 3309 GRP78, 
BiP 
Hitzeschockprotein, Chaperonfunktion, 
beteiligt an UPR; induziert durch Hypoxie 
und andere Stressoren (vermittelt durch 
ATF4); inhibiert UPR-Kinasen ATF6, 
IRE1α/β und PERK durch Bindung an lumi-
nale Domänen und dissoziiert bei ER-
Stress, interagiert mit HYOU1, antiapopto-
tisch [508, 783, 788-790] 
[648]: P F ACFPT 
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 10525 ORP150 Hitzeschockprotein, Chaperonfunktion im 
ER; induziert durch Hypoxie und andere 
Stressoren; beteiligt an UPR, antiapopto-
tisch, interagiert mit HSPA5, steigert VEGF-
Sekretion; Expression korreliert mit Tumor-
invasivität (EG, [508, 790, 791]) 
  ACFPT 
protein disulfide iso-
merase-associated 4 
PDIA4 9601 ERP70, 
ERP72 
beteiligt am Schließen von Disulfidbrücken 
während Proteinfaltung und -zusammen-
lagerung im ER, Chaperonfunktion, beteiligt 
an UPR [792-794] 
[648]: P  AFPT 
protein phosphatase 1, 
regulatory (inhibitor) 
subunit 15a 
PPP1R15A 23645 GADD34 s. Tab. 6-5 [630]: IR   
stromal cell-derived 
factor 2-like 1 
SDF2L1 23753  ER-Protein mit Chaperonfunktion, induziert 
während UPR [793, 795] 
  AEFP 
stanniocalcin 2 STC2 8614  stressinduziert und wirkt stressprotektiv, 
beteiligt an UPR, antiproliferativ [796, 797] 
   
tumor rejection antigen 
(gp96) 1 
TRA1 7184 GRP94 s. Tab. 6-5 [648]: P F AFPT 
vascular endothelial 
growth factor 
VEGF 7422  s. Tab. 6-5 [696]: T, [697]: 
AEFP 
C ACEP 
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[3, 17, 18, 21] 
[17, 21, 23, 
73-75] 
[17] 
[17, 18, 21, 
23, 74] 






s. Tab. 6-1 
Aldehyddehydrogenase, entgiftet reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS), vermittelt Schutz gegen oxida-
tive Schäden [798] 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-5 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
Inhibitor des Wnt/β-Catenin-Signalwegs, proapop-
totisch [799, 800] 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
katalysiert Umwandlung von Glutaminsäure in 
GABA, beteiligt an Stressantwort, wird während 
Differenzierung induziert (EG, [801, 802]) 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
Kontrolle und Abschwächung der IGF-vermittelten 
Wachstumssignale [750] 
wirkt antiproliferativ, indem es an IGFs bindet und 










































































actin, alpha 2, smooth 
muscle, aorta 
aldehyde dehydrogenase 4 
family, member a1 
btg family, member 2 
cyclin d1 (prad1: parathyroid 
adenomatosis 1) 
cyclin g1 
cd59 antigen p18-20 
cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1a (p21, cip1) 





proteoglycan 2 (versican) 




dickkopf homolog 1 (xenopus 
laevis) 
tumor necrosis factor receptor 
superfamily, member 6 
ferredoxin reductase 
glutamate decarboxylase 1 
(brain, 67kda) 
growth arrest and dna-dam-
age-inducible, alpha 
growth differentiation factor 15 
gelsolin (amyloidosis, finnish 
type) 
immediate early response 5 
insulin-like growth factor 
binding protein 4 
insulin-like growth factor 















































































































M5 M6 M8 
M5 M6 M8 
p53-Regul. 
[109, 244] 




[23, 112, 803] 
[12, 21, 137] 
[18, 21, 27] 










Antagonist von p53, vgl. Haupttext 
s. Tab. 6-1 
Prostaglandin E-Synthase, durch proinflam-
matorische Zytokine induzierbar, u. a. IL1β (EG, 
[805]) 
? 
s. Tab. 6-1 
Proteaseinhibitor, unterdrückt Invasion und Meta-
stasierung, Tumorsuppressor, antiangiogen [806] 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
Decoyrezeptor für FASL, LIGHT und TL1A, unter-
drückt deren physiologische, proapoptotische 
Effekte (EG, [807] 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-1 



















































mdm2, transformed 3t3 cell 
double minute 2, p53 binding 
protein (mouse) 
polo-like kinase 2 (drosophila) 
prostaglandin e synthase 
ribosomal protein s27-like 
spermidine/spermine n1-
acetyltransferase 
serine (or cysteine) proteinase 





tumor necrosis factor receptor 
superfamily, member 10b 
tumor necrosis factor receptor 
superfamily, member 6b, 
decoy 
tp53 activated protein 1 
tumor protein p53 inducible 
protein 3 
tyrosinase-related protein 1 

































































































































M5 M6 M8 
 
M5 M6 M8 
M5 M6 M8 
M8 










































gehört zur ARF-GTPase-Familie (EG) 
s. Tab. 6-2 
proapoptotisches BCL2-Familienmitglied, induziert 
durch Hypoxie (EG, [808]) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 








































































acidic (leucine-rich) nuclear 
phosphoprotein 32 family, 
member e 
adp-ribosylation factor-like 4a 
baculoviral iap repeat-con-
taining 5 (survivin) 
bcl2/adenovirus e1b 19kda 
interacting protein 3 
breast cancer 1, early onset 
bub1 budding uninhibited by 




cell division cycle 2, g1 to s 
and g2 to m 
cdc20 cell division cycle 20 
homolog (s. cerevisiae) 
cell division cycle 25b 
cdc6 cell division cycle 6 
homolog (s. cerevisiae) 
cyclin-dependent kinase in-
hibitor 3 (cdk2-associated 
dual specificity phosphatase) 
chk1 checkpoint homolog 
(s. pombe) 
cdc28 protein kinase regula-
tory subunit 2 
chondroitin sulfate proteo-
glycan 6 (bamacan) 
deoxycytidine kinase 
dnaj (hsp40) homolog, sub-
family c, member 9 
deoxythymidylate kinase 
(thymidylate kinase) 
enhancer of zeste homolog 2 
(drosophila) 
fatty acid binding protein 5 
(psoriasis-associated) 




















































































































M5 M6 M8 
M8 





































s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
Hitzeschockprotein, Chaperonfunktion, beteiligt an 
Stressantwort, schützt Zelle vor Apoptose, hemmt 
Aktivierung der proapoptotischen Kinasen 
MAP3K5 und MAPK8, moduliert mRNA-Degra-
dierung durch hemmende Interaktion mit HNRPD 
(EG, [809, 810]) 
Adaptorprotein an Insulinrezeptor und IGF1R, 
führt u. a. zur Aktivierung des PI3K/AKT-Signal-
wegs, vermittelt pleiotrope Effekte (Apoptose, 
Differenzierung, Transformation), interagiert mit 
ESR1 und moduliert Transkription; Expression 
induziert durch Adhäsion und ESR1; häufig über-
exprimiert in Tumoren [811-813] 
? 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
































































h2a histone family, member x 
chromosome condensation 
protein g 




nucleoprotein h3 (2h9) 
heat shock 70kda protein 1a 
insulin receptor substrate 1 
KIAA0101 
kinesin family member 23 
kinesin-like 7 
karyopherin alpha 2 (rag co-
hort 1, importin alpha 1) 
lamin b receptor 
hypothetical protein mac30 
mad2 mitotic arrest deficient-
like 1 (yeast) 
mcm2 minichromosome 
maintenance deficient 2, 
mitotin mcm7 minichromosome 
maintenance deficient 7 
antigen identified by mono-
clonal antibody ki-67 
muts homolog 6 (e. coli) 




































































































































M5 M6 M8 
M6 
M8 































s. Tab. 6-2 
bindet an Calmodulin, proapoptotisch [814] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
antiapoptotisch?, an prä-mRNA-Spleißen betei-
ligt? (EG) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
Membranprotein, reguliert Funktion von Ionenka-
nälen und Transportern; induziert durch IL6 [815, 
816] 
reguliert Transkription, reprimiert RNA-Polyme-
rase-II-abhängige Transkription als Teil des NAT-
(negative regulator of activated transcription-) 
Komplexes [817] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 





































































nima (never in mitosis gene a)-
related kinase 2 
neurogranin (protein kinase c 
substrate, rc3) 
polo-like kinase (drosophila) 
polymerase (dna directed), 
delta 1, catalytic subunit 
125kda 
protein regulator of cytokinesis 1 
pituitary tumor-transforming 1 
rac gtpase activating protein 1 
RecQ protein-like 4 




solute carrier organic anion 
transporter family, member 4a1 
son dna binding protein 
sperm associated antigen 5 
serine/threonine kinase 6 
stathmin 1/oncoprotein 18 
stomatin 
srb7 suppressor of rna poly-
merase b homolog (yeast) 
timeless homolog (drosophila) 
topoisomerase (dna) ii alpha 
170kda 
tpx2, microtubule-associated 
protein homolog (xenopus 
laevis) 



























































































s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
Ubiquitin-E2-Enzym, beteiligt an DNA-Reparatur 
durch Ubiquitinierung von PCNA, signalisiert durch 
Proteinmodifikation mitotischen Stress [818, 819] 
s. Tab. 6-2 





























e2 variant 2 
ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase l5 


























































































































































M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M8↓ 





M5 M6 M8↓ 
M8↓ 
M8↓ 





M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M8↑ 
M8↓ 





















































s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 











































































asf1 anti-silencing function 
1 homolog b (s. cerevisiae) 
activator of s phase kinase 
asp (abnormal spindle)-like, 
microcephaly associated 
(drosophila) 
aurora kinase b 
brca1 associated ring 
domain 1 
baculoviral iap repeat-
containing 5 (survivin) 
breast cancer 1, early onset 
brca1 interacting protein 
c-terminal helicase 1 
barren homolog (drosophila) 
btg family, member 2 
bub1 budding uninhibited by 
benzimidazoles 1 homolog 
(yeast) 
bub1 budding uninhibited by 
benzimidazoles 1 homolog 
beta (yeast) 
chromobox homolog 5 (hp1 




cyclin d1 (prad1: parathy-





cell division cycle 2, g1 to s 
and g2 to m 
cdc20 cell division cycle 20 

























































































































M5 M6 M8↑ 
M8↓ 





















M5 M6 M8↑ 
M8↓ 



























































s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
zentrosomales Protein, destabilisiert Mi-
krotubuli und hemmt Proliferation [821] 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 









































































cell division cycle 25a 
cell division cycle 25b 
cell division cycle 25c 
cdc45 cell division cycle 45-
like (s. cerevisiae) 
cdc6 cell division cycle 6 
homolog (s. cerevisiae) 
cell division cycle associ-
ated 3 
cell division cycle 
associated 4 
cell division cycle 
associated 8 
cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1a (p21, cip1) 
cyclin-dependent kinase 
inhibitor 3 (cdk2-associated 
dual specificity phos-
phatase) 
dna replication factor 
centromere protein a, 17kda 
centromere protein e, 
312kda 
centromere protein f, 
350/400ka (mitosin) 
centromere protein j 
chromatin assembly factor 
1, subunit a (p150) 
chromosome condensa-
tion 1 
chk1 checkpoint homolog 
(s. pombe) 
chk2 checkpoint homolog 
(s. pombe) 
citron (rho-interacting, 
seine/threonine kinase 21) 
cdc28 protein kinase 





































































































































































































s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
reguliert G1/S-Transition durch Einfluss 
auf CDKN1C-Abbau, beteiligt an DNA-
Reparatur, phosphoryliert XRCC1 
(BER), phosphoryliert IκB und β-Cate-
nin; wird durch Interaktion mit p53 ge-
hemmt, phosphoryliert p53; pro- oder 
antiapoptotisch [822-827] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 



































































cdc28 protein kinase 





segregation 1-like (yeast) 
casein kinase 2, alpha 1 
polypeptide 
chondroitin sulfate prote-
oglycan 6 (bamacan) 
defective in sister chromatid 
cohesion homolog 1 
(s. cerevisiae) 
deoxycytidine kinase 
dek oncogene (dna binding) 
dihydrofolate reductase 
discs, large homolog 7 
(drsophila) 
dna2 dna replication heli-




e2f transcription factor 1 
epithelial cell transforming 
sequence 2 oncogene 




mentation group a 


























































































































M5 M6 M8↓ 





















M5 M6 M8↑ 
M8↓ 
M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M8↓ 
M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 



























































s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
DNA-Helikase, vermutlich an DNA-Re-
plikation u./o. Chromatinremodeling be-
teiligt (EG, [828]) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 










































































forkhead box m1 
ga binding protein 
transcription factor, beta 
subunit 2, 47kda 
growth arrest and dna-
damage-inducible, alpha 
geminin, dna replication 
inhibitor 
g-protein signalling 





high-mobility group box 2 
hyaluronan-mediated motil-
ity receptor (rhamm) 
kinesin family member 11 
kinesin family member 14 
kinesin family member 18a 
kinesin family member 20a 
kinesin family member 22 
kinesin family member 23 
kinesin family member 2c 
kinesin family member 4a 
kinesin family member c1 
kinesin-like 7 
kinetochore associated 1 


































































































































































































beteiligt an Spindelpolorganisation, as-
soziiert mit TPX2, Transport von RNAs 
und Proteinen zwischen Nukleus und 
Zytoplasma, Rolle bei Bildung des NPC 
[250, 829] 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
Synonyme 





























































karyopherin (importin) beta 
1 
lamin b receptor 
lamin b1 
mad2 mitotic arrest 
deficient-like 1 (yeast) 
mcm2 minichromosome 
maintenance deficient 2, 
mitotin 
mcm3 minichromosome 
maintenance deficient 3 
mcm4 minichromosome 
maintenance deficient 4 
mcm5 minichromosome 
maintenance deficient 5, 
cell division cycle 46 
mcm6 minichromosome 
maintenance deficient 6 
(mis5 homolog, s. pombe) 
mcm7 minichromosome 
maintenance deficient 7 
mcm10 minichromosome 
maintenance deficient 10 
mediator of dna damage 
checkpoint 1 
maternal embryonic leucine 
zipper kinase 
antigen identified by mono-
clonal antibody ki-67 
m-phase phosphoprotein 1 
m-phase phosphoprotein 9 
muts homolog 2, colon 
cancer, nonpolyposis type 1 
(e. coli) 
muts homolog 6 (e. coli) 






















































































































































M5 M6 M8↑ 
M8↓ 














































s. Tab. 6-2 
lokalisiert an Zentrosomen und mitoti-
schen Spindeln, vermittelt die Polwärts-
bewegung von Dynein, reguliert Spin-
delcheckpoint; phosphoryliert durch 
CDC2, MAPK1 und MAPK3 [830] 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-1 

































































nuclear autoantigenic sperm 
protein (histone-binding) 
nude nuclear distribution 
gene e homolog 1 
(a. nidulans) 
n-myc downstream regu-
lated gene 1 
nei endonuclease VIII-like 3 
(E. coli) 
nima (never in mitosis gene 
a)-related kinase 2 
nucleoporin 107kda 
nucleoporin 62kda 
nucleolar and spindle asso-
ciated protein 1 
origin recognition complex, 
subunit 1-like (yeast) 
origin recognition complex, 
subunit 6 homolog-like 
(yeast) 
poly (adp-ribose) poly-
merase family, member 2 
proliferating cell nuclear 
antigen 
pericentrin 1 
programmed cell death 4 
(neoplastic transformation 
inhibitor) 
dna replication complex 
gins protein psf2 
phosphoinositide-3-kinase, 
regulatory subunit, polypep-
tide 3 (p55, gamma) 
membrane-associated tyro-
sine- and threonine-specific 
cdc2-inhibitory kinase 
polo-like kinase (drosophila) 
polo-like kinase 2 (droso-
phila) 















































































































































































s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
Bestandteil des DNA-Polymerase-α/ 
Primase-Komplexes, beteiligt an Initia-
tion der DNA-Replikation und Elongation 
durch Synthese von Okazaki-Fragmen-
ten (EG, [387]) 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
beteiligt an DNA-Rekombination und      
-Reparatur, interagiert mit RAD51, be-
sitzt ATPase-Eigenschaft, beteiligt am 
DNA-Supercoiling und an DNA-Strang-
trennung (EG, [831]) 
bindet an einzelsträngige DNA und 
RNA, stimuliert DNA-Replikation und 
aktiviert Polymerase α, reguliert 
Transkription, proapoptotisch, beteiligt 
























































directed), alpha (70kd) 
polymerase (dna-
directed), delta 1, catalytic 
subunit 125kda 
polymerase (dna-





directed), epsilon 2 (p59 
subunit) 
protein regulator of cytoki-
nesis 1 
primase, polypeptide 1, 
49kda 




rac gtpase activating 
protein 1 
rad21 homolog (s. pombe) 
rad51 homolog (reca ho-
molog, e. coli) 
(s. cerevisiae) 
rad51 associated protein 1 
rad54 homolog b 
(s. cerevisiae) 
rad54-like (s. cerevisiae) 



























































































































































































































s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 











































































RecQ protein-like 4 
replication factor c 
(activator 1) 2, 40kda 
replication factor c 
(activator 1) 3, 38kda 
replication factor C 
(activator 1) 4, 37kDa  
replication factor c 
(activator 1) 5, 36.5kda 
ribonuclease h2, large 
subunit 
replication protein a3, 14kda 
ribonucleotide reductase m1 
polypeptide 
ribonucleotide reductase m2 
polypeptide 
stratifin 
tal1 (scl) interrupting locus 
s-phase kinase-associated 
protein 2 (p45) 
sld5 homolog 
smc2 structural mainte-
nance of chromosomes 2-
like 1 (yeast) 
smc4 structural mainte-
nance of chromosomes 4-
like 1 (yeast) 
sperm associated antigen 5 
kinetochore protein spc25 
stromal antigen 1 
serine/threonine kinase 6 
stathmin 1/oncoprotein 18 
transforming, acidic coiled-
coil containing protein 3 
timeless homolog 
(drosophila) 


































































































































































s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-3 
Bestandteil von Mikrotubuli 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-2 
s. Tab. 6-9 
s. Tab. 6-2 

















































topoisomerase (dna) ii 
alpha 170kda 
t-lak cell-originated protein 
kinase 
tpx2, microtubule-
associated protein homolog 
(xenopus laevis) 
three prime repair 
exonuclease 2 
trophinin associated protein 
(tastin) 
TTK protein kinase  
beta 5-tubulin 







enzyme e2 variant 2 
































































































































M5 M6 M8↓ 
M5 M6↑ 
M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
M8↑ 











s. Tab. 6-6 
beteiligt an Adhäsion, vermittelt erhöhte Migration und Inva-
sion, aktiviert den MEK/ERK-Signalweg [833, 834] 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-1 
beteiligt an Wachstumsregulation, Differenzierung und Re-
organisation des Zytoskeletts (EG, [835]) 
Chemokin, fungiert als Chemoattraktor für verschiedene Im-
munzellen; beteiligt an Invasion, Adhäsion, Angiogenese 
[836, 837] 
s. Tab. 6-3 
s. Tab. 6-1 
s. Tab. 6-5 
s. Tab. 6-5 
Onkogen, moduliert Adhäsion, fungiert als Koaktivator im 
Wnt-Signalweg, inhibiert Apoptose nach DNA-Schädigung, 
dadurch beteiligt an Zytostatikaresistenz; induziert durch 
IFNγ, TNFα [838-841] 
Zelladhäsionsmolekül (CAM), beteiligt an Zell-Zell-
Erkennung (EG) 
Zelladhäsionsmolekül (CAM) [842] 
s. Tab. 6-6 
beteiligt an integrinvermittelter Adhäsion und Reorganisation 
des Zytoskeletts, vermittelt Transformation und Migration 
von Tumorzellen (membrane ruffling) [843, 844] 
Rolle in Differenzierung?, an Reorganisation des Zytoske-
letts beteiligt [845, 846] 
fördert Integrinaktivierung und Adhäsion, beteiligt an Migrati-
on, interagiert mit MAP4K4 und aktiviert JNK-Signalweg 
[847, 848] 
s. Tab. 6-6 
fördert Invasion, moduliert E-Cadherin-vermittelte Adhäsion, 

































































activated leukocyte cell 
adhesion molecule 
adp-ribosylation factor 6 
cse1 chromosome 
segregation 1-like (yeast) 
chondroitin sulfate proteo-
glycan 2 (versican) 
cysteine and glycine-rich 
protein 2 
chemokine (c-x-c motif) ligand 
12 (stromal cell-derived 
factor 1) 
discs, large homolog 7 
(drosophila) 
growth differentiation factor 15 
interferon induced 
transmembrane protein 1 (9-
27) lectin, galactoside-binding, 
soluble, 3 (galectin 3) 




domain, family a, member 1 
ras-related c3 botulinum toxin 
substrate 3 (rho family, small 
gtp binding protein rac3) 
retinoic acid induced 14 
rap2a, member of ras 
oncogene family 
synovial sarcoma, x break-
point 2 interacting protein 



































































s. Tab. 6-1 
Rolle in Adhäsion, moduliert Integrin-Signale, beeinflusst 
Aktivierung des MAPK-Signalwegs durch Ras, antiapopto-














































































































































M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6↑ 
M5 M6 M8↓ 




M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 




M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
Funktion 
katalysiert Abbau von GABA zu Succinsemialdehyd (EG) 
Transportprotein der ABC-Familie (EG) 





katalysiert reversible Hydratisierung von CO2, in vielen Tu-
moren überexprimiert, möglicherweise beteiligt an Aufrecht-
erhaltung des Tumormikromilieus und dadurch an Tumor-
progression und -invasion; induziert durch Hypoxie (EG, 
[856]) stimuliert Aktivität von Chloridionenkanal, assoziiert mit ERK, 
Rolle in Wachstumskontrolle? (EG) 
katalysiert Transfer von Fettsäureresten zwischen Coenzym 
A und Carnitin [857] 
beteiligt an Taurinsynthese [858] 
beteiligt an Wachstumsregulation, Differenzierung und Re-
organisation des Zytoskeletts (EG, [835]) 
metabolisches Enzym der CYP1-Familie, wird induziert 
durch polyzyklische Aromaten (EG) 
? 
? 
Dehydrogenase, wird bei Natriumbutyrat-vermitteltem 
Wachstumsarrest induziert [859] 
s. Tab. 6-7  
? 
? 
Neuropeptid, wirkt proliferationsfördernd, aktiviert p42MAPK 
[860] 
bindet p53 und schleust es aus dem Nukleus aus, inhibiert 
p53-abhängige Apoptose, kann nur während S und G2 
durch p53 induziert werden (EG, [861, 862]) 








































































family a (abc1), member 12 
apolipoprotein b mrna editing 
enzyme, catalytic polypeptide-
like 3b 
chromosome 10 open reading 
frame 116 
chromosome 1 open reading 
frame 34 
chromosome 9 open reading 
frame 87 





cysteine sulfinic acid 
decarboxylase 
cysteine and glycine-rich 
protein 2 
cytochrome p450, family 1, 
subfamily a, polypeptide 1 
dep domain containing 1 
dep domain containing 6 
dehydrogenase/reductase 
(sdr family) member 2 
dnaj (hsp40) homolog, sub-
family b, member 9 
hypothetical protein flj20364 
flj23311 protein 
galanin 
g-2 and s-phase expressed 1 
major histocompatibility 

















































































































M5 M6 M8↓ 
M8↓ 
M5 M6↑ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6↑ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6↓ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6↑ 
M5 M6↓ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↓ 
Funktion 
hnRNP, assoziiert mit hnRNAs, bindet an AU-reiche Ele-
mente in Zytokin- und Protoonkogen-mRNAs und vermittelt 
deren Abbau (z. B. mRNA von BCL2, p21, MYC, FOS, GM-
CSF), interagiert mit HSC70- und HSP70-Proteinen; proa-
poptotisch, aber auch tumorigen (EG, [451-454]) 
? 
Kontrolle IGF-vermittelter Wachstumssignale, vermittelt je 
nach Zelltyp proliferationsfördernde oder -hemmende Wir-
kung; Expression wird reguliert durch IGF1, TGFβ, MYB, 
MYBL2, AKT u. a. [750, 863-865] 
vermutlich transkriptioneller Korepressor, interagiert mit 
FOXG1B und PAX9 und mit Pocketproteinen der RB-Fami-
lie, Expression wird durch ERBB2 reguliert [866, 867] 
? 
? 
überexprimiert in metastasierenden Tumorzelllinien, Rolle in 
Tumorprogression und -invasion? [868] 
? 
Rolle im Fettstoffwechsel (EG) 
Inhibitor von Carboxypeptidase A [869] 
? 
assoziiert mit prenyliertem Prälamin A, Funktion? (EG) 
nukleärer Orphan-Hormonrezeptor, reguliert Transkription, 
vorwiegend als transkriptioneller Repressor; hemmt AP-1-
abhängige Transkription, induziert MDM2-Expression; indu-
ziert durch Retinsäure [108, 870, 871] 
G-Protein-gekoppelter Rezeptor, beteiligt an Photorezeption 
[872] 
assoziiert mit Zytoskelettkomponenten, beteiligt an mitoge-
ner Signalübertragung (EG, [873, 874]) 
beteiligt an Synthese von Phosphatidylethanolamin [875] 
Bestandteil von Myelin; wird bei G0-Arrest induziert, in fort-
geschrittenen Tumoren überexprimiert [876-878] 
Koaktivator oder -repressor nukleärer Rezeptoren, beein-
flusst Wachstumskontrolle [879] 
transkriptioneller Aktivator und Koaktivator, antiapoptotisch, 
schützt Zellen vor stressinduziertem Zelltod, aktiviert u. a. 
Expression von Hitzeschockproteinen, beeinflusst prä-

































































nucleoprotein d (au-rich ele-
ment rna binding protein 1, 
37kda) 
paraneoplastic antigen 
insulin-like growth factor bin-
ding protein 5 
jumonji, at rich interactive 




hypothetical protein loc54103 
lipin 1 
latexin 
unknown mgc21654 product 
nuclear prelamin a recognition 
factor 
nuclear receptor subfamily 2, 
group f, member 1 
opsin 3 (encephalopsin, pa-
nopsin) 




peripheral myelin protein 22 
proline-rich nuclear receptor 
coactivator 1 
































































































M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 
Funktion 
Rezeptortyrosinkinase, Protoonkogen (aktiviert durch Chro-
mosomenrearrangements), beteiligt an Stressantwort, ver-
mittelt Expression von HSP70-Familienmitgliedern, Rolle in 
Proliferation, Differenzierung und Migration (EG, [880]) 
nukleärer Retinoid-Rezeptor, fungiert als Transkriptions-
faktor, Expression korreliert mit Wachstum; Agonisten indu-
zieren Wachstumsarrest und Apoptose (EG, [881, 882]) 
Mitglied der Tetraspanin-Familie, vermutlich an Wachstums-
prozessen beteiligt; in Tumoren häufig mit MDM2 koamplifi-
ziert (EG, [883]) 
? 
? 
inhibiert MMPs, wirkt proapoptotisch über FADD-abhängigen 
Mechanismus, inhibiert VEGF-vermittelte Angiogenese [884, 
885] 
? 
Serinproteinase, Rolle in Invasion und Metastasierung? (EG, 
[886] 
interagiert mit Schilddrüsenhormonrezeptor, dadurch betei-
ligt an transkriptioneller Regulation [887] 
reguliert Transkription, antiapoptotisch durch Inhibition der 
Expression von FAS und FASL, verhindert Bindung von 
AP-1 an seine Targetpromotoren, reprimiert Expression von 
IL2 und IL2R, negative Regulation von MAPK-Signalwegen 
durch Bindung an RAF1; induziert durch IL10; immunsup-
pressiv und antiinflammatorisch (EG, [698-700]) 










































ret proto-oncogene (multiple 
endocrine neoplasia and 
medullary thyroid carcinoma 
1, hirschsprung disease) 
retinoid x receptor, alpha 
sarcoma amplified sequence 
sideroflexin 3 
sid1 transmembrane family, 
member 2 
tissue inhibitor of metallopro-
teinase 3 (sorsby fundus dys-
trophy, pseudoinflammatory) 





thyroid hormone receptor 
interactor 13 
delta sleep inducing peptide, 
immunoreactor 
ubiquitin-like 3 





































































M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↓ 
M5 M6 M8↑ 









Cytidindeaminase, fungiert als RNA-editierendes Enzym 
in antiviraler Immunabwehr, bewirkt DNA-Mutationen 
(EG, [889]) 
reguliert Transkription, interagiert mit Transkriptionse-
longationsfaktor-Komplex P-TEFb [890] 
? 
existiert in zahlreichen Isoformen (Heregulin, glial growth 
factors, SMDF (sensory and motor neuron-derived fac-
tor)), diese sind Liganden an ERBB-Rezeptoren, regulie-




























zinc finger, bed domain 
containing 2 
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